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SOMMAIRE 
Les phospholipides biliaires, majoritairement sous forme de phosphatidylcholine, sont 
essentiels pour assurer la solubilisation du cholestérol et pour protéger la membrane 
canaliculaire contre l'effet cytotoxique des acides biliaires. Par ailleurs, des études 
préliminaires effectuées dans nos laboratoires démontrent que les phospholipides 
alimentaires provenant de la fève de soya stimulent la sécrétion du flux et des lipides 
biliaires, notamment celle du cholestérol. D'autres recherches ont rapporté qu'une diète 
enrichie en phospholipides pouvait diminuer le cholestérol plasmatique. D'une part, les 
phospholipides alimentaires semblent stimuler les fonctions sécrétoires de l'hépatocyte 
en association avec l'augmentation de la sécrétion de la phosphatidylcholine biliaire. 
D'autre part, la diminution du cholestérol plasmatique, de pair avec la stimulation de la 
sécrétion biliaire du cholestérol, semblent influencer l 'homéostasie du cholestérol et 
favoriser l'excrétion du cholestérol vers la bile. 
La présente recherche a été entreprise dans le but d'étudier les effets des phospholipides 
alimentaires et d'une de ses composantes, la choline, sur la sécrétion des lipides 
biliaires, ainsi que des lipides hépatiques et plasmatiques. Également, le potentiel 
hépatoprotecteur des phospholipides alimentaires dans la cholestase induite par l'acide 
taurolithocholique, un acide biliaire cholestatique, a été examiné. Les travaux ont été 
menés chez des rats mâles et soumis à trois types de diètes, soient une diète enrichie en 
phospholipides, une diète enrichie en choline, ces deux diètes étant comparées à une 
diète contrôle. Ces traitements alimentaires ont été d'une durée de deux semaines. 
En accord avec les résultats précédents, nous avons observé une stimulation du flux 
biliaire et des lipides biliaires, notamment celle du cholestérol, par la diète enrichie en 
phospholipides. La choline alimentaire a augmenté le flux biliaire en plus d'augmenter 
la sécrétion des acides biliaires et des phospholipides biliaires. Cependant, les 
modifications concernant la sécrétion des lipides biliaires n'étaient pas statistiquement 
significatifs. Dans un contexte de cholérèse-cholestase induite par l'infusion en doses 
croissantes de l'acide taurocholique, ces diètes ont augmenté le flux biliaire et la 
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capacité à transporter les acides biliaires, entraînant une augmentation simultanée du 
taux de sécrétion maximale des phospholipides et du cholestérol (dans le cas de la diète 
enrichie en phospholipides seulement). Ce premier volet nous révèle donc que l'effet 
bénéfique des phospholipides alimentaires, soit la réduction des effets cholestatiques 
suite à l'infusion de fortes doses d'acides biliaires, peut être attribué à la choline, une 
composante de la phosphatidylcholine. Également, ces deux diètes ont augmenté la 
sécrétion totale des phospholipides biliaires pendant le taux de sécrétion maximale, 
suggérant un accroissement du carrefour métabolique hépatique des phospholipides 
destinés à la bile. Au niveau plasmatique et hépatique, les phospholipides alimentaires 
ont induit un effet hypocholestérolémiant en diminuant le contenu en cholestérol lié aux 
lipoprotéines de haute densité, en plus de diminuer le contenu hépatique des lipides 
totaux, des triglycérides, et du cholestérol (particulièrement sa forme estérifiée). 
Notons que les observations morphologiques viennent corroborer les résultats de 
l'analyse chimique qui démontre une diminution du contenu en lipides hépatiques. 
Les observations constatées au cours de la première étude nous révèlent donc que les 
phospholipides alimentaires stimulent la sécrétion des lipides biliaires et modifient le 
profil des lipides totaux au niveau hépatique (diminution du cholestérol libre et 
estérifié) et plasmatique. Ces résultats suggèrent que l'homéostasie du cholestérol 
hépatique a été modifié par la diète enrichie en phospholipides. En effet, l'activité des 
enzymes clefs de la régulation du métabolisme du cholestérol dans le foie a été modifiée 
par ce traitement alimentaire, en particulier l'acyl coenzyme A: cholesterol 
acyltransferase. L'activité de cette enzyme a été diminuée à près de 75%, cette baisse 
marquée étant concomittante avec la diminution de la sécrétion des lipoprotéines de très 
faible densité. Il est d'ailleurs démontré qu'une diminution de l'activité de cette 
enzyme, de pair avec une diminution de la synthèse de l'ester de cholestérol, peut 
régulariser la sécrétion des lipoprotéines de très faible densité. Également, 
l'accroissement du carrefour métabolique des acides biliaires et leur nature plus 
hydrophobe ont certainement contribué à la baisse de l'activité de l'acyl coenzymeA : 
cholesterol acyltransferase et à la faible hausse de l'activité de la cholesterol 7alpha-
hydroxylase. Les triglycérides provenant de la diète n'ont été ni accumulés au niveau 
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du foie, contrairement à une augmentation chez le groupe contrôle, ni dirigés vers les 
lipoprotéines, comme en fait foi la diminution du contenu en triglycérides des 
lipoprotéines de très faible densité. Il semble plûtot que les acides gras de ces 
triglycérides permettent la réacylation de la phosphatidylcholine, contribuant ainsi à 
l'accroissement du carrefour métabolique hépatique de la phosphatidylcholine destinée 
à la sécrétion biliaire. Cet apport important de la phosphatidylcholine vers la membrane 
canaliculaire, observés lors de la période précédent l'infusion d'acide biliaire (période 
de base), ou suite à l'infusion des acides biliaires semble protéger cette membrane et 
favoriser la sécrétion du cholestérol biliaire. Le contenu protéique des P-glycoprotéines 
mdr2 et spgp, transporteurs de la phosphatidylcholine et des acides biliaires au niveau 
de la membrane canaliculaire, n'a pas été modifié par la diète enrichie en 
phospholipides, suggérant que l'augmentation des lipides biliaires observée chez ce 
groupe se· produit sans modulation de ces protéines de transport. L'augmentation 
modérée de l'activité de la 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase, associée 
à une augmentation de la fluidité membranaire, a certainement contribué à cette 
augmentation. Toutefois, une contribution majeure de cholestérol de la bile 
proviendrait de source extrahépatique, c'est-à-dire le cholestérol lié aux lipoprotéines de 
haute densité dans le plasma. Nos résultats, combinés avec la baisse du cholestérol lié 
aux lipoprotéines de haute densité, suggèrent une stimulation de la capture hépatique de 
la phosphatidylcholine et du cholestérol liés aux lipoprotéines de haute densité, tel que 
proposé par Polichetti et collaborateurs. 
Les phospholipides alimentaires s'avèrent non seulement bénéfiques contre la 
cholestase induite par l'acide taurocholique mais également contre l'acide 
taurolithocholique, un acide biliaire cholestatique et plus toxique. En effet, ce 
traitement alimentaire a atténué remarquablement la cholestase induite par l'infusion de 
cet acide biliaire chez le groupe contrôle et a maintenu la sécrétion des lipides biliaires, 
notamment celle du cholestérol. L'action bénéfique de cette diète pourrait être attribuée 
à une plus grande excrétion de l'acide biliaire toxique sous sa forme initiale, 
contrairement à une accumulation dans l'hépatocyte chez le groupe contrôle. Ainsi, 
l'excrétion biliaire accrue de l'acide taurolithocholique.et du cholestérol diminue leur 
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insertion dans la membrane, cette insertion étant le principal mécanisme d'action 
proposé dans la cholestase induite par l'acide taurolithocholique. Par ailleurs, le 
transport vésiculaire ainsi que le contenu protéique des transporteurs membranaires 
mdr2 et spgp ont été maintenus par la diète enrichie en phospholipides durant l'infusion 
de cet acide biliaire, contrairement à une diminution de ces deux paramètres chez le 
groupe contrôle. La capacité de la diète enrichie en phospholipides à excréter l'acide 
taurolithocholique pourrait donc être associée à la stimulation de la sécrétion des lipides 
biliaires, en particulier celle du cholestérol via le transport vésiculaire. 
En somme, les travaux présentés ici démontrent que les phospholipides alimentaires 
procurent des effets bénéfiques en stimulant le flux biliaire et la sécrétion des lipides 
biliaires, notamment celle du cholestérol. Cette mobilisation des lipides vers la bile, 
associée en grande partie aux lipoprotéines de haute densité, serait responsable des 
effets hypocholestérolémiants et hépatoprotecteurs observés lors de la période de base, 
ou en période cholestatique. La diminution marquée de l'activité de l'acyl coenzyme 
A : cholesterol acyltransferase et des lipoprotéines de très faible densité induite par cette 
diète reproduit les effets des inhibiteurs de l'acyl coenzyme A: cholesterol 
acyltransferase et s'avère une intervention nutritionnelle intéressante dans la prévention 
des maladies vasculaires dont l'athérosclérose. Également, ce travail offre des avenues 
de recherche prometteuses en ce qui à trait à la protection potentielle contre des 
pathologies hépatiques telle que la cholestase intrahépatique familiale progressive de 
type 3. 
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VLDL very low density lipoprotein 
y' 3-alpha-hydroxy-steroid deshydrogenase 
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION: REVUE DE LA LITTÉRATURE 
1. Sécrétion de la bile et des lipides biliaires 
La formation et la sécrétion de la bile par les hépatocytes constituent une fonction 
hépatique de grande importance dans l'élimination de composés exogènes (toxines, 
médicaments) et endogènes (cholestérol, bilirubine). La sécrétion biliaire favorise 
l'absorption des lipides alimentaires et ,contribue à l'immunité intestinale, en plus de 
délivrer au système digestif des antioxydants comme le glutathion réduit. Au cours de 
ce processus, les acides biliaires assurent l'absorption des lipides de la diète par la 
circulation entéro-hépatique (Sellinger et Boyer 1990). 
1.1 Mécanisme de formation de la bile canaliculaire 
La bile est une solution aqueuse isotonique dont la composition varie selon les espèces 
animales, les conditions nutritionnelles et physiologiques. Ce fluide jaune-verdâtre est 
composé d'eau et de matières solides parmi lesquelles on retrouve des composés 
organiques et inorganiques (Strange 1984). Les principaux composés organiques sont 
les acides biliaires, les phospholipides, le cholestérol et les pigments biliaires tandis que 
les principaux composés inorganiques sont les ions dérivés du plasma. Les principaux 
composés biliaires sont énumérés dans le tableau 1. 
1.1.1 Composés osmotiques 
La sécrétion de la bile repose sur la théorie de la génération du flux biliaire, qui propose 
la présence de gradients osmotiques entre les espaces plasmatiques et biliaires 
(Nathanson et Boyer 1991, Erlinger 1988). 
Tableau 1 Principaux composés de la bile 
, 
1 Composés biliaires 
Anions organiques 
Acides biliaires 
Bilirubine 
Electrolytes 
Na+ 
CI-
K+ 
HC03-
Lipides 
Cholestérol 
Phosphatidylcholine 
Protéines 
Albumine 
Immunoglobuline A 
Peptides 
Glutathion 
Conjugués de glutathion 
Acides aminés 
Enzymes 
Adapté de Boyer 1986, Graf 1983, Erlinger 1994. 
Concentration 
3-45 mM 
1-2 mM 
140-165 mEq/L 
77-117 mEq/L 
2.7-6.7 mEqlL 
12-55 mEq/L 
97-320 mg/dl 
140-810 mg/dl 
20-3000mg/L 
3-5 mM 
0-5mM 
5-6 mM 
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Le flux biliaire est donc le résultat du transport du plasma vers la bile de composés 
comme les acides biliaires et ions inorganiques, qui ensemble créent en gradient 
osmotique à l'intérieur de la lumière canaliculaire, stimulant la formation de la bile. 
1.1.1.1 Acides biliaires, glutathion 
Les acides biliaires (AB) composent une classe de stéroïdes polaires, les cholanoïdes, et 
sont synthétisés à partir du cholestérol. Ils sont présents à plus de 99% sous forme 
conjuguée, soit avec la glycine ou la taurine. Parce qu'ils ont un pKa plus faible que le 
pH biliaire, les AB sont présents sous la forme anionique, c'est-à-dire qu'ils forment 
des sels. Les AB sont des lipides polaires et amphiphiles qui possèdent une partie 
hydrophobe et une partie hydrophile, ce qui leur confèrent la propriété de s'assembler 
en micelles. Ils peuvent exercer une force osmotique primaire dans la génération du 
flux biliaire. Leur propriété cholérétique est démontrée lorsque les acides biliaires 
exogènes sont administrés à des doses dites cholérétiques. Inversement, l'arrêt de la 
circulation entérohépatique induit une diminution du flux biliaire. Le flux biliaire 
dépendant des AB est décrit comme la multiplication de la vitesse de sécrétion des AB 
et de leur activité cholérétique. 
Lorsque la droite de régression du débit biliaire en fonction de l'excrétion des AB est 
extrapolée à une sécrétion d'acides biliaires nulle, il existe un débit biliaire résiduel que 
l'on nomme débit biliaire indépendant des acides biliaires (DIAB). On estime que le 
DIAB constitue la partie dominante du flux biliaire, soit d'environ 40% chez l'homme 
tandis qu'il est encore plus important chez le rat, c'est-à-dire autour de 50% (Balabaud 
et al. 1977, Boyer 1980, Ballatori et al. 1992, Bouchard et al. 2000). Les mécanismes 
impliqués dans cette fraction ne sont pas très bien établis. Certaines études suggèrent 
que le DIAB soit le résultat d'une filtration osmotique d'eau en réponse à la sécrétion 
active d'électrolytes inorganiques dans la lumière canaliculaire. Cependant, le DIAB 
serait plutôt associé à la sécrétion active d'ions organiques, principalement le glutathion 
et ses conjugués, dans l'espace canaliculaire (Ballatori et Truong 1989, Roy et al. 1989, 
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Sellinger et Boyer 1990). En fait, le glutathion semble générer près de 50% du DIAB 
(Ballatori et Truong 1992 et 1989). Des études effectuées dans le foie isolé perfusé 
démontrent que l'administration de glutathion et de ses dérivés estérifiés induit une 
modification du débit biliaire sans modifier la vitesse de sécrétion des AB (Ballatori et 
Truong 1992, Vendemiale et al. 1994). 
1.1.1.2 Électrolytes 
Les électrolytes, dont les principaux sont le sodium, le chlore, le potassium, le calcium 
et le bicarbonate, représentent les composés les plus concentrés dans la bile. Par 
conséquent, ils jouent un rôle considérable en ce qui a trait à la pression osmotique de la 
bile. Des travaux ont démontré que les électrolytes n'agiraient pas comme agents 
osmotiques primaires, comme les acides biliaires et le glutathion, mais joueraient plutôt 
un rôle passif dans la formation de la bile (Boyer et al. 1992, Anwer et Regner 1982, 
Van Dyke et al. 1982). Par ailleurs, certains AB de type lipophyle, comme l'acide 
ursodeoxycholique, induisent une hypercholérèse. Les mécanismes de ce curieux 
phénomène ne sont pas clairement établis mais l 'hypothèse proposée par Y oon et al. 
(1986) apparaît la plus plausible. Selon cette hypothèse, un AB anionique tel que 
l'acide ursodeoxycholique sous forme non conjuguée s'approprie un proton de l'acide 
carbonique qui devient un anion HC03-. Ainsi, 1'AB protonaté est liposoluble et 
recyclé puisqu'il est rapidement absorbé par les cellules épithéliales biliaires pour être 
ensuite retourné à l 'hépatocyte. Le pouvoir osmotique est par conséquent transféré au 
bicarbonate. Il y a donc davantage d'ions bicarbonates sécrétés dans la bile, et ce 
processus, nommé shunt choléhépatique, stimule le flux biliaire (Palmer et al. 1987, 
Gurantz et Hofmann 1984). 
1.2 Mécanismes de formation de la bile ductulaire 
Les cellules ductulaires, également nommées cholangiocytes, font partie des cellules de 
l'épithélium des voies biliaires hépatiques. Ces cellules forment des conduits biliaires 
qui sont en contact direct avec la bile, s'étendant des canaux de Hering jusqu'au 
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duodénum. Elles constituent environ de 3 à 5% de la population cellulaire du foie, 
comparativement à 60% pour les hépatocytes (Alpini et al. 1994). Les cellules 
ductulaires ont été longtemps considérées comme de simples conduits biliaires passifs 
dont l'unique rôle consistait surtout à transporter de la bile à partir du site de la 
formation, c'est-à-dire le foie, jusqu'au duodénum. Toutefois, des recherches ont 
démontré que l'épithélium biliaire est constitué de cellules dynamiques qui participent 
activement au métabolisme hépatique. Des observations morphologiques ont révélé que 
la cellule possède une membrane apicale et basolatérale, signifiant qu'elle est polaire et 
capable d'effectuer des fonctions de transport (Alpini et al. 1989). De plus, la cellule 
ductulaire possède de nombreuses microvillosités sur la membrane apicale (Yang 1993, 
Ishii et al. 1989). Également, la sécrétion des cellules ductulaires est modifiée par les 
hormones, les peptides et les constituants biliaires (Alpini et al. 1997). Plusieurs 
évidences confirment que les cholangiocytes jouent un rôle actif dans la sécrétion 
biliaire. D'abord, des recherches in vivo menées par Wheeler et Mancusi-Ungaro 
(1966) démontrent que suite à l'induction de l'hyperplasie du ductule, l'infusion de 
sécrétine administrée via l'artère hépatique (qui alimente l'épithélium biliaire) cause 
une cholérèse, ce qui diffère de ce qui est observé lors de l'administration par la veine 
périphérique. Ensuite, des études in vitro viennent corroborer les études antérieures et 
montrent qu'il y a transport d'eau et d'électrolytes à travers un segment isolé des 
ductules biliaires (Strasberg et al. 1976). L'équipe de Lévy et collaborateurs ont 
récemment établi une nouvelle lignée de cellules épithéliales immortalisées dérivant des 
ductules biliaires et provenant de souris transgéniques (Zoltowska et al. 1999). Ce 
modèle assure un degré de purification dans l'isolation de cellules immortalisées et 
permet des études rigoureuses, notamment le rôle de l'épithélium biliaire dans le 
métabolisme lipidique. À cet effet, ces travaux ont démontré que les cellules 
ductulaires sont capables d'incorporer les acides gras pour permettre l'estérification des 
lipides, tels que les triglycérides et les phospholipides. Également, les cellules du 
ductule biliaire peuvent synthétiser et sécréter les acides biliaires, ce qui suggère un rôle 
actif dans la modification du contenu de la bile par l'épithélium biliaire (Zoltowska et 
al. 1999). 
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La sécrétion biliaire ductulaire est le résultat de plusieurs interactions entre les 
hormones intestinales, telles que la sécrétine, les peptides et les nerfs. La 
neurorégulation par l'acétylcholine est sans doute parmi les plus intéressantes 
découvertes dans ce domaine. De ce fait, des travaux révèlent que l'acétylcholine 
stimule la sécrétion de la bile ductulaire en augmentant la sécrétion biliaire de base et 
celle stimulée par la sécrétine, en plus d'augmenter la sécrétion du bicarbonate (Alvaro 
et al. 1997, Baiocchi et al 1999). En somme, on estime que les cholangiocytes 
participent à près de 10% du débit biliaire total chez le rat, et ce pourcentage s'élève à 
40% chez l'homme (Alpi ni et al. 1994). 
Les cellules ductulaires sont également impliquées dans l'absorption de plusieurs 
composés présents dans la lumière du ductule. L'eau, les glucides (glucose), et les AB 
peuvent être ainsi réabsorbés par les cholangiocytes. Les AB, de façon plus précise, 
seraient réabsorbés par le plexus périductulaire, ce phénomène expliquant 
l'hypercholérèse induite par l'acide ursodeoxycholique, et nommé shunt cholehépatique 
(discuté au point 1.1.1.2). D'ailleurs, des études révèlent que le transporteur protéique 
"rat apical sodium-dependent bile acid transporter" (ASBT) est présent dans la 
membrane apicale du cholangiocyte, ce qui suppose que les AB conjugués se lient au 
domaine apical du cholangiocyte par ce transporteur et par conséquent modulent la 
sécrétion de la bile ductulaire et influencent la physiologie du cholangiocyte (Lazaridis 
et al. 1997). Les mêmes auteurs ont également identifié un isoforme du ASBT, le t-
ASBT situé dans le domaine basolatéral du cholangiocyte, et qui est impliqué dans la 
sécrétion des AB (Lazaridis et al. 1999). La présence de ce transporteur peut suggérer 
un méchanisme de protection du cholangiocyte afin de prévenir l'accumulation 
intracellulaire d'AB toxiques à l'intérieur de l'épithélium biliaire. 
1.3 Transport des acides biliaires dans l'hépatocyte 
Les hépatocytes sont des cellules hautement polarisées, possèdant une membrane 
plasmique apicale et basolatérale.. Le maintien de cette polarité cellulaire hautement 
organisée est essentiel pour assurer les fonctions vitales de l'hépatocyte (Nathanson et 
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Boyer 1991). Une de ces fonctions est le transport hépatocytaire des lipides biliaires. 
Le processus de transport inclu trois grandes étapes, soit la capture par la membrane 
basolatérale, le transport intracellulaire et la sécrétion par la membrane canaliculaire. 
1.3.1 Capture basolatérale 
La membrane basolatérale possède plusieurs systèmes de transport, des récepteurs et 
des canaux d'ions qui facilitent l'échange de nutriments et autres solutés entre 
l 'hépatocyte et la circulation systémique. La captation basolatérale de composés 
organiques et inorganiques établit un gradient potentiel à l'intérieur de l'hépatocyte qui 
est nécessaire à la formation de la bile (Putnam 1995). 
Le foie possède une très grande capacité à capter les AB provenant du plasma. 
Lorsqu'ils atteignent le foie, les AB sont liés aux protéines plasmatiques, 
principalement à l'albumine (Roda et al. 1982) ou aux lipoprotéines (Hedenborg et al. 
1988). La capture hépatique des comporte deux grandes catégories, soit les différents 
transporteurs et la diffusion passive. Ces différents modes de transport sont illustrés à 
la figure 1. 
Au cours des 10 dernières années, de nouveaux transporteurs membranaires impliquant 
les AB ont été identifiés. Jusqu'à maintenant, nous pouvons nous référer à deux classes 
de transporteurs basolatéraux. La première est constituée de transporteurs dépendants 
du sodium, lesquels sont majoritairement responsables de la translocation des AB. La 
deuxième classe comprend les transporteurs indépendants du sodium. 
Un des transporteurs dépendants du sodium est le transporteur protéique multi-
spécifique qui est une protéine de co-transport des AB et du Na+, identifiée "Na+-
Taurocholate-co-transporting prote in" (ntcp) (Hagenbuch et al. 1991, Bahar et Stolz 
1999). C'est un système sodium-dépendant, saturable, fortement dépendant de l'ion 
sodique et qui permet le transport des AB, préférentiellement sous forme conjuguée, \ 
contre leur gradient électrochimique. Récemment, la "rat microsomal epoxide 
8 
hydrolase" (mER), une deuxième protéine dépendante du sodium était clonée par Von 
Dippe et al. (1996). La mER serait responsable de 25% de la capture de l'acide 
taurocholique par l 'hépatocyte. Les AB trihydroxylés sont les principaux substrats pour 
ce type de transporteurs. 
La deuxième classe de transporteurs indépendants du sodium est identifiée comme 
responsable du transport facilité. Ces transporteurs échangent la capture d'AB contre 
un composé intracellulaire, et possèdent donc une capacité bidirectionnelle de transport. 
Le transporteur "the rat organic anion transporter" (Oatp), ou "multispecific organic 
anion transporting polypeptide", assure le transport des AB, particulièrement les AB 
secondaires non conjugués, tout comme de nombreux anions organiques, stéroïdes 
neutres et certains cations organiques. Tout récemment, un nouveau membre de la 
famille des Oatp a été identifié dans le foie du rat et nommé "liver specific transporter 
1" (Lst-1) (Kakyo et al. 1999). Selon des analyses fonctionnelles, il contribue à la 
capture de l'acide taurocholique, ainsi qu'à d'autres anions organiques (Abe et al. 
1999). Grâce aux techniques de clonage qui deviennent de plus en plus accessibles, il 
est à prévoir que d'autres protéines de transport seront clonées au cours des prochaines 
années. 
La diffusion passive constitue la deuxième grande voie concernant le transport 
membranaire des AB (Meier 1995). Cette dernière privilégie les AB hydrophobiques, 
préférentiellement non-conjugués comme l'acide lithocholique et deoxycholique. 
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Figure 1. Transporteurs hépatiques des acides biliaires 
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1.3.2 Transport intrahépatocytaire 
1.3.2.1 Transport vésiculaire 
Généralités 
Le transport vésiculaire est essentiel au maintien des fonctions sécrétoires puisqu'il 
constitue le seul procédé permettant l'apport des protéines membranaires nouvellement 
synthétisées (Bartles et al. 1987, Alvaro et al. 1995, Crawford et al. 1996). Les 
protéines sont formées dans le réticulum endoplasmique et sont dirigées dans l'appareil 
de Golgi avant d'être livrées vers des sites intracellulaires ou exportées par exocytose. 
Contrairement aux autres cellules épithéliales, les protéines membranaires nouvellement 
synthétisées dans l'hépatocyte sont d'abord transportées au pôle basolatéral. De là, les 
protéines destinées à la membrane apicale sont ensuite transportées jusqu'au domaine 
canaliculaire (Hubbard et al. 1989, Crawford et al. 1996). Ce transport entre les 
membranes est appelé transcytose. L'activité transcytotique est décrite comme l'apport 
de vésicules au pôle apical afin de maintenir la capacité de sécrétion au niveau du 
canalicule (Bamwell et al. 1986, Crawford et al. 1996). Le trafic vésiculaire est 
dépendant des microtubules, principaux éléments du cytosquelette et à travers desquels 
les vésicules se déplacent. Des travaux datant des années 70 démontrent déjà que chez 
des animaux traités à la colchicine, un inhibiteur de la fonction microtubulaire, la 
sécrétion des protéines synthétisées dans le foie est inhibée (Redman et al. 1975). La 
sécrétion biliaire est également diminuée par la colchicine (Crawford et al. 1988, 
Coleman et Rahman 1992). Appuyées par de nombreuses études, des équipes de 
chercheurs ont décrit la sécrétion vésiculaire comme une série de voies vésiculaires 
transcytotiques (Nathanson et Boyer 1991, Lake et al. 1985, Erlinger 1996). L'une de 
celles-ci est l'exocytose et constitue la principale voie par laquelle le foie excrète des 
protéines dans la bile. Parmi les marqueurs transcytotiques de ces protéines, nous 
retrouvons le horseradish peroxidase (HRP) qui est observé à l'intérieur d'un 
compartiment tubulovésiculaire, adjacent à la membrane basolatérale (Renston et al. 
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1980, Hayakawa et al. 1990). De nombreuses études démontrent que suite à l'injection 
intraportale de HRP, l'excrétion biliaire de ce dernier est biphasique. La première 
fraction, qui apparait à l'intérieur de 5 minutes, est dite phase précoce et représenterait 
la diffusion paracellulaire de HRP dans la bile (Hardison et al. 1989). Au cours de cette 
phase précoce, le HRP pourrait également emprunter la voie transcytotique indépendant 
des microtubules vésiculaires (Hayakawa et al. 1990). La deuxième fraction est 
identifiée comme la phase prolongée et représenterait 90% du HRP biliaire, cette phase 
atteignant son maximum de sécrétion entre 20 et 25 minutes suivant son injection 
(Hayakawa et al. 1990). Contrairement à la phase précoce, le HRP de la phase 
prolongée serait transporté à l'aide de la voie vésiculaire 'qui est dépendant des 
microtubules (Beuers et al. 1993). 
1.3.2.1.1 Transport vésiculaire des acides biliaires 
Des études morphologiques ainsi que des travaux utilisant des inhibiteurs 
microtubulaires tels que la colchicine indiquent que des vésicules intracellulaires sont 
impliquées dans le transport des AB (Crawford et al. 1988, Coleman et Rahman 1992). 
En effet, certains travaux ont démontré que les AB s'associent au réticulum 
endoplasmique, à l'appareil de Golgi ainsi qu'aux vésicules péricanaliculaires (Erlinger 
1996). Lorsque le carrefour métabolique d'AB est déplété, la voie de transport 
vésiculaire représentée par le HRP est diminuée, suggérant que cette voie pourrait 
contribuer à la baisse du transport maximum des AB hépatiques (Arrese et al. 1997). 
Également, la colchicine inhibe la vitesse maximale de sécrétion des AB, lorsque ceux-
ci sont administrés en doses supraphysiologiques. Le traitement à la colchicine permet 
de mettre en évidence l'existence d'un transport d'AB dépendant des microtubules mais 
seulement en présence d'une charge importante d'AB. Il semble donc que lorsque la 
charge d'AB est accrue, pendant un repas par exemple, le transport est assuré en partie 
par des vésicules intracellulaires. Cependant, une récente étude menée par Crawford et 
son équipe (EI-Seaidy et al. 1997) montre que le traitement à la colchicine a peu d'effet 
sur l'accumulation et la distribution cytoplamisque des dérivés fluorescents d'AB dans 
des couplets d'hépatocytes. Toutefois, l'utilisation de ces dérivés ne réflèterait pas de 
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façon fidèle le transport cytoplasmique des AB puisque ceux-ci seraient retenus 
préférentiellement par les cellules et, par conséquent, ne représenteraient pas le même 
profil physiologique que les AB endogènes (Holzinger et al. 1998, Mills et al. 1997). 
En résumé, il n'y a pas encore de consensus sur la véritable contribution des vésicules 
dans le transport cytoplasmique des AB et plusieurs chercheurs suggèrent l'implication 
de mécanismes de transport incluant les vésicules et les transporteurs médiatés. La 
figure 1 illustre les différents modes de transport vésiculaire. 
1.3.2.2 Transporteurs protéiques du cytoplasme 
Le transport intracellulaire des AB est un processus extrêmement rapide mais encore 
mal défini. Néanmoins, il est proposé que des transporteurs protéiques du cytoplasme 
seraient impliqués dans le déplacement des AB du pôle basolatéraljusqu'à la membrane 
canaliculaire. Des protéines cytoplasmiques liant les AB ont été identifiées dans le 
cytoplasme de foie de rat et de l'homme (Stolz et al. 1984, Stolz et al. 1987) (figure 1). 
Ce sont la "Glutathion S-transferase", la "liver fatty acid binding protein" (F ABP) 
(Bahar et Stolz 1999) et la protéine "3-alpha-hydroxy-stéroïde deshydrogenase" (Y') 
(Stolz et al. 1989). Des études effectuées à l'aide de l'indométhacine, un inhibiteur de 
la liaison AB et Y', montrent que l'excrétion biliaire des AB est retardée tandis que ces 
derniers sont retrouvés davantage dans le perfusat (Takikawa et al. 1996). Ces 
observations suggèrent que les AB sont retenus dans le milieu cytoplasmique par ces 
protéines spécifiques qui préviennent leur sortie à l'extérieur du foie. Parallèlement, la 
liaison des AB avec ces protéines cytoplasmiques serait nécessaire pour permettre une 
diffusion rapide des AB par les transporteurs canaliculaires (Bahar et Stolz 1999). 
Néanmoins, la force motrice responsable des mouvements rapides et transcellulaires des 
AB est inconnue. Cependant, l'écart considérable entre la concentration d'AB à la 
membrane sinusoïdale et celle à la membrane canaliculaire pourrait créer un gradient 
qui favoriserait le mouvement rapide des AB à travers le cytoplasme. 
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1.3.3 Transport canaliculaire 
La membrane apicale, également nommée membrane canaliculaire, forme le pôle 
d'excrétion de l'hépatocyte. Le domaine apical compte pour moins de 15% de la 
surface cellulaire, mais il est cependant hautement impliqué dans la formation et la 
sécrétion de la bile. En ce qui a trait au transport des AB du plasma jusqu'au canalicule 
biliaire, la sécrétion canaliculaire est généralement considérée comme l'étape limitante, 
influencant par le fait même la circulation entérohépatique (Nathanson et Boyer 1991). 
Le potentiel membranaire et les transporteurs protéiques constituent les deux grands 
types de transport des AB à travers la membrane canaliculaire, illustrés à la figure 1. 
1.3.3.1 Potentiel membranaire 
Un des deux moyens de transport des AB à travers la membrane s'effectue de façon 
indépendante de l'A TP. En effet, le potentiel électrique de la membrane canaliculaire 
peut modifier la vitesse de· sécrétion des AB, particulièrement dans des conditions de 
base (Suchy et al. 1997). En utilisant différents modèles dont le foie isolé perfusé et des 
couplets d'hépatocytes, des chercheurs ont observé qu'une hyperpolarisation de la 
membrane induisait une accélération de la sécrétion des AB alors qu'une dépolarisation 
ralentissait leur sécrétion (Kuhn et Gewirtz 1988, Weinman et al. 1989 et 1993). 
1.3.3.2 Transporteurs protéiques 
Le deuxième moyen de transport intracanaliculaire des AB est possible grâce à l'action 
de l'ATP. À partir de l'hépatocytejusqu'à la lumière du canalicule biliaire, l'excrétion 
des lipides biliaires se produit contre un gradient de concentration allant jusqu'à 1000 
(Hoffman 1994). Ce gradient de concentration est trop grand pour s'appuyer seulement 
sur un modèle de potentiel électrique de la membrane. Par ailleurs, depuis la dernière 
décennie, plusieurs études ont permis d'identifier différents transporteurs protéiques 
agissant au niveau de la membrane canaliculaire. Ce système de transport appartient à 
une super·famille de transporteurs, le "ATP binding cassette" (ABC), comprenant deux 
~r .,.. 
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groupes: les P-glycoprotéines (Pgp) et les "multidrug resistance proteins" (MRP) 
(Muller et Jansen 1997, Konig et al. 1999, Borst et al. 2000). 
De nouvelles techniques permettent d'établir l'existence de quelques transporteurs qui 
sont dépendants de l'ATP (Suchy et al. 1997). L'ecto-ATPase (Ca++, MG++ 
dépendante), aussi nommée "canalicular bile acid transporter/ecto-ATPase/canalicular 
cell adhesion molecule" (CBATP), présente sur la membrane canaliculaire, semble être 
responsable d'environ 10% du transport canaliculaire total des AB (Stieger et al. 1992). 
Une seconde protéine, membre de la superfamille ABC et localisée sur la membrane 
canaliculaire, a été nommée "sister of P-glycoprotein" (spgp) (Childs et al. 1995). Plus 
récemment, elle est référée davantage comme la "bile salt export pump" (Bsep) (Gerloff 
et al. 1998). De récentes observations indiquent que ce transporteur protéique joue un 
rôle marquant dans le transport canaliculaire des AB (Gerloff et al. 1997 et 1998), en 
favorisant le transport de l'acide taurocholique. Un des derniers transporteurs à être 
cloné à partir du foie de rats est le mrp2 (MRP 1 chez l'homme), également identifié 
comme le "canalicular multiple organic anion transporter" (cmoat) (Paulusma et al. 
1996, Konig et al. 1999). Des recherches démontrent en effet que cette protéine est 
impliquée dans le transport de différents anions organiques, incluant les AB sulphatés et 
glucoronidés (Paulusma et Oude elferink 1997, Bahar et Stolz 1999). 
Des anomalies héréditaires ou acquises concernant des protéines impliquées dans le 
transport hépato biliaire peuvent mener à des défauts d'excrétion, se traduisant par une 
cholestase intrahépatique. Plusieurs de ces troubles d'excrétion biliaire proviennent 
d'un défaut des transporteurs impliqués dans le transport des AB à travers la membrane 
canaliculaire. La cholestase intrahépatique familiale progressive de type 2, qui se 
manifeste par un défaut du gène SPGP (ou BSEP) chez l'homme, est caractérisée par 
des signes cliniques comme l'ictère, des prurits sévères et une grande concentration 
d'AB dans le plasma(Strautnieks et al. 1997, Jansen et Muller 2000). La BSEP n'étant 
pas exprimée chez ces individus, il y a accumulation d'AB dans l'hépatocyte qui 
provoque des lésions telles que l'apoptose et la nécrose hépatocytaire (Jans en et al. 
1998, Kullak-Ublick et al. 2000). De récents travaux utilisant des souris spgp (-/-) 
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homozygotes ont montré que ces animaux ont développé une cholestase intrahépatique, 
mais avec moins de sévérité que chez les individus atteints de la cholestase 
intrahépatique familiale progressive de type 2 (Wang et al. 2001). L'apparition chez les 
souris mutantes d'AB tetrahydroxylés, ayant des propriétés hydrophiles, suggère que 
l'hydroxylation peut protéger contre des dommages cholestatiques sévères. De plus, les 
auteurs proposent chez les souris un système de transport alternatif assurant la sécrétion 
dans le canalicule des AB plus hydrophiles (Wang et al. 2001). Notons que des 
recherches ont démontré que des protéines spgp ou Bsep chez le rat et la souris ont un 
haut degré d'homologie avec la BSEP humaine (Jans en et al. 1999). 
Un autre défaut héréditaire provoquant une anomalie de la protéine de transport de la 
membrane canaliculaire, MRP2, est identifié comme le syndrome Dubin-Johnson 
(Paulusma et al. 1997, Tsuji et al. 1999). Chez les individus porteurs de ce défaut 
génétique, l'apparition de l'hyperbilirubinémie est moins fréquente puisque la sécrétion 
biliaire dépendante des AB n'est pas modifiée (Kullak-Ublick et al. 2000, Jansen et 
Muller 2000). Deux souches de rat, GY/TR- et EHBR, ayant été soumises à des 
mutations et atteintes d'hyperbilirubinémie, sont considérées comme des modèles 
animaux du syndrome humain Dubin-Johnson (Paulusma et al. 1996,!to et al. 1997). Il 
est probable qu'au cours des prochaines années, d'autres transporteurs canaliculaires, 
responsables de la sécrétion des lipides biliaires, soient identifiés. 
1.4 Formation et sécrétion des phospholipides et cholestérol biliaires 
1.4.1 Origine des phospholipides 
Les phospholipides, classés comme lipides complexes, ont un rôle crucial dans la 
structure des membranes. Grâce à leurs propriétés amphiphiliques, ils se rassemblent 
spontanément et forment une couche double de lipides appelée bi-couches lipidiques, 
formant ainsi la membrane (Small 1986). Une description plus détaillée de cette classe 
particulière de lipides est traitée dans la partie 3 de l'introduction. 
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Chez l'homme, le processus de la formation la bile implique la sécrétion d'environ 11g 
de phospholipides chaque jour. Ces phospholipides biliaires sont nécessaires à la 
solubilisation du cholestérol biliaire et à la digestion et l'assimilation des lipides au 
niveau du tractus intestinal. Comme constituants biliaires, les phospholipides sont 
présents à plus de 90% sous forme de phosphatidylcholine (PC), et ce, chez la plupart 
des espèces animales incluant l'homme (Bamwell et al. 1987, Alvaro et al. 1986b). La 
phosphatidyléthanolamine (PE) et la sphingomyéline constituent la différence, soit 10% 
des phospholipides biliaires. La PC a aussi une configuration bien spécifique, c'est-à-
dire reliée à sa composition en acides gras. Cette classe de phospholipide est composée 
majoritairement de l'acide palmitique (16:0) à la position un et l'acide linoléique (18:2) 
à la position deux du glycérol (Yousef et Fisher 1976, Kawamoto et al. 1980). La 
provenance des phospholipides biliaires fait l'objet de nombreuses recherches depuis 
plus de trois décennies, ce qui permet donc de proposer deux sources principales de 
phospholipides biliaires: hépatiques et extrahépatiques. 
1.4.1.1 Phospholipides de source hépatique 
Les phospholipides d'origine hépatique seraient une source importante de PC biliaires. 
D'après certaines études, la PC biliaire d'origine hépatique proviendrait principalement 
d'un carrefour métabolique microsomal réglé par le flux d'AB (Gregory et al. 1975, 
Yousef et al. 1975, Kawamoto et al. 1980). De plus, Yousef et collaborateurs 
(Chanussot et al. 1990) ont démontré que suite au marquage de la choline et à l'infusion 
de l'acide dehydrocholique et de l'acide cholique (dans le but d'altérer la sécrétion de 
phospholipides biliaires), la contribution hépatique peut être évaluée à environ 40% de 
l'apport total des PC biliaires. De ce pourcentage, une mince contribution (environ 2-
3%) proviendrait de la membrane canaliculaire suite à l'action détergente des AB sur 
les phospholipides membranaires. D'ailleurs, Yousef et al. (1975) montre que la 
présence d'AB sous forme de micelles dans la lumière canaliculaire peu solubiliser 
certains segments de la membrane, nommés domaines, plus sensibles au pouvoir 
détersif des AB. Une autre source de phospholipides hépatiques est la nouvelle 
synthèse de PC destinés à la bile. Cependant, cette dernière ne contribuerait que très 
-t ._,.... 
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peu, son apport n'étant estimé qu'à seulement 3 à 5% de l'apport total (Robins et 
Brunengraber 1985, Chanussot et al. 1990). Récemment, une étude a confinné que la 
PC nouvellement synthétisée provient principalement de la voie de synthèse CDP-
choline tandis que la voie de la méthylation de la PE n'est qu'une voie de dépannage 
(Agellon et al. 1999). Selon cette même étude, la composition des acides gras 
composant les PC serait indépendante de l'origine des PC. 
1.4.1.2 Phospholipides de source extrahépatique (transportés par les 
lipoprotéines) 
Il a été démontré, notamment par les études menées par Chanussot et collaborateurs, 
que les phospholipides de source extrahépatique contribuent significativement aux PC 
retrouvées dans la bile. Ces auteurs ont montré que les PC liées aux lipoprotéines de 
haute densité (HDL-PC) contribueraient largement aux PC biliaires (Chanussot et al. 
1990). En effet, par le marquage des PC, ils ont établi cette contribution à 38% (Portal 
et al. 1993). Également, le caractère hydrophile/hydrophobe des AB liés à la surface 
des HDL-PC semble influencer la sécrétion de HDL-PC dans la bile, les AB plus 
hydrophobes stimulant davantage la sécrétion des PC dans la bile (Portal et al. 1993). 
1.4.2 Origine du Cholestérol 
Le cholestérol appartient à la grande famille des stéroïdes. Il est, comme les 
phospholipides, un composant crucial des membranes cellulaires. Pour une lecture plus 
exhaustive concernant le métabolisme du cholestérol, consultez la partie 3 de 
l'introduction. 
Le cholestérol de la bile représente une VOle majeure d'excrétion du cholestérol 
corporel. Ainsi, de 1 à 2 grammes de cholestérol biliaire sont excrétés via la sécrétion 
biliaire chaque jour, chez l'homme (Carey et Duane 1994). Tout comme les 
phospholipides biliaires, l'origine du cholestérol biliaire n'est pas clairement établie, 
mais il est suggéré qu'il provienne également de source hépatique et extrahépatique. 
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1.4.2.1 Cholestérol de source hépatique 
En ce qui concerne la contribution du cholestérol nouvellement synthétisé, dirigé et 
sécrété dans la bile, la controverse est importante. Robins et Brunengraber 1985, ainsi 
que Turley et Dietschy 1981 démontrent que le cholestérol hépatique nouvellement 
synthétisé contribue peu à la totalité du cholestérol retrouvé dans la bile, contrairement 
à d'autres études qui démontrent un apport plus considérable (Gregory et al. 1975, 
Kawamoto et al. 1980). Par conséquent, la contribution du cholestérol synthétisé de 
novo est estimée entre 5 et 30%. Ce pourcentage varie également selon l'espèce 
animale étudiée, c'est-à-dire de 5 à 20% chez le rat (Turley et Dietschy 1981), et allant 
jusqu'à 30% chez l'homme (Schwartz et al. 1982). 
1.4.2.2 Cholestérol de source extrahépatique (transporté par les lipoprotéines) 
Le cholestérol biliaire d'origine extrahépatique proviendrait principalement des 
lipoprotéines plasmatiques (Schwartz et al. 1978, Stange 1986), c'est-à-dire des 
lipoprotéines de faible densité (LDL) et des HDL. Des études effectuées chez l'homme 
indiquent que le cholestérol non estérifié provenant des LDL est moins favorisé que 
celui lié aux HDL comme précurseur des stéroïdes biliaires (Schwartz et al. 1978b, 
Halloran et al. 1978). Des résultats similaires ont été constatés chez le rat (Bravo et 
Cantafora 1990, Bravo et al. 1995), démontrant que le cholestérol non estérifié des 
HDL est préféré au cholestérol estérifié des HDL quant à la contribution des stérols 
biliaires. Une démonstration solide de la contribution des HDL au cholestérol retrouvé 
dans la bile est établie par l'équipe de Kozarsky et de ses collaborateurs (1997). En 
induisant chez la souris une surexpression du récepteur hépatique "scavenger receptor 
class BI" (SR-B 1), la capture du cholestérol des HDL est stimulée. Parallèlement, la 
sécrétion de cholestérol biliaire est augmentée, indiquant que le récepteur SR-BI 
régularise à la fois le cholestérol du plasma et le cholestérol biliaire (Fluiter et al. 1999). 
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1.4.3 Le transport des phospholipides et du cholestérol 
La sécrétion de la PC dans la bile est étroitement liée à la sécrétion de cholestérol et le 
flux des deux lipides est coordonné avec celui des AB (Cohen 1996). 
1.4.3.1 Transport intrahépatocytaire 
La figure 2 illustre les différentes voies de transport hépatique des phospholipides et du 
cholestérol vers la bile. 
Figure 2 
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1.4.3.1.1 Transport vésiculaire 
Jusqu'à maintenant, il n'y a pas d'évidence claire démontrant que les phospholipides 
destinés vers la bile empruntent la voie vésiculaire pour atteindre la membrane apicale 
de l'hépatocyte. Crawford et son équipe (1988) ainsi que Coleman et Rahman (1992) 
suggèrent que les phospholipides destinés à la sécrétion biliaire soient transportés, entre 
autres, par des vésicules qui transiteraient par l'appareil de Golgi. En effet, des 
recherches utilisant des inhibiteurs de la fonction microtubulaire, tels que la colchicine, 
démontrent que la sécrétion des lipides biliaires est inhibée, suggérant que le transport 
vésiculaire est impliqué dans la livraison des lipides vers la bile (Bamwell et al. 1984, 
Crawford et al. 1988). De plus, des précurseurs lipidiques fluorescents, tel que le 
précurseur de la sphingomyéline, réagissant avec des couplets d'hépatocytes, 
démontrent que ces lipides peuvent être synthétisés et ensuite accumulés dans la région 
du Golgi (Crawford et al. 1991). Toutefois, la sphingomyéline constitue un lipide 
biliaire mineur et son niveau de sécrétion est plutôt bas (Coleman et Rahman 1992). 
Borst et ses collaborateurs ont proposé tout récemment une voie de transport de la PC 
du réticulum endoplasmique vers le feuillet interne de la membrane basolatérale à l'aide 
du transport vésiculaire, conséquemment au transport des protéines provenant de la 
mem~rane plasmique (Borst et al. 2000). Ensuite, les molécules de PC atteignent la 
membrane canaliculaire par diffusion latérale et sont ultimement sécrétées dans le 
canalicule (Borst et al. 2000). Des techniques de microscopie électronique plus 
sophistiquées permettront éventuellement de connaître la véritable implication du 
transport vésiculaire dans le transport cytoplasmique des phospholipides biliaires. 
Comme dans le cas des autres lipides biliaires (phospholipides et AB), le transport du 
cholestérol à travers le cytoplasme jusqu'à la membrane apicale n'est pas encore 
clairement défini. Le transport vésiculaire pourrait être responsable en partie de la 
distribution intracellulaire du cholestérol jusqu'à la membrane canaliculaire. Une voie 
potentielle est la route qui transite à travers l'appareil de Golgi et ou le cholestérol serait 
transporté en association avec des vésicules enrichies en sphingomyéline (Allen et 
Kallen 1993). 
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1.4.3.1.2 Transporteurs protéiques du cytoplasme 
Des recherches initiées par Wirtz et Zilversmit effectuées en 1968 ont confirmé 
l'existence de transporteurs cytoplasmiques, responsables de l'échange de molécules de 
PC entre différentes membranes de l 'hépatocyte. Ces mêmes auteurs ont identifié un 
premier transporteur protéique nommé phosphatidylcholine transfer protein (PC-TP), 
spécifique à la PC et possédant une grande affinité pour les molécules de PC ayant 
l'acide palmitique à la position 1 du glycérol (Wirtz 1991). Ensuite, des études utilisant 
des vésicules reconstituées imitant la composition lipidique du réticulum 
endoplasmique (microsomes) et de membranes canaliculaires démontrent que des 
molécules de PC marquées à la fluorescence. sont transportées du réticulum 
endosplasmique vers la membrane apicale et que ce transfert est accéléré en présence 
d'AB, particulièrement les AB hydrophobes (Cohen et al. 1994). Ces auteurs suggèrent 
donc que le PC-TP peut jouer un rôle déterminant dans la formation et la sécrétion de la 
bile. Cependant, de récentes recherches indiquent que chez des souris génétiquement 
modifiées et n'exprimant plus le Pc-tp, la sécrétion de PC biliaires demeure normale 
(van Helvoort et al. 1999), infirmant l'hypothèse de Cohen et collaborateurs. Un autre 
transporteur protéique du cytoplasme impliqué dans le transport de la PC vers la 
membrane canaliculaire est le «sterol carrier protein 2» (SCP-2) (Wirtz 1991). 
Cependant, celui-ci serait beaucoup moins actif et n'agirait que lors de demandes 
accrues (Leonard et Cohen 1995). Tout le développement des techniques et des 
connaissances au niveau moléculaire a permis un avancement considérable dans le 
domaine du transport et de la sécrétion des lipides biliaires. De même, le clonage et la 
caractérisation de protéines de transfert spécifiques à la PC qui s'effectuent chez le rat 
(Wirtz 1991, Borst et al. 2000) et la vache (Cohen et Green 1995) contribueront à 
l'élucidation de la régulation du gène et de son rôle dans la formation de la bile. 
Le transport du cholestérol dans le cytoplasme et jusqu'à la membrane canaliculaire, à 
l'aide de transporteurs, peut également s'apparenter à celui emprunté par la PC. En 
effet, le cholestérol peut se lier à la protéine SCP-2 (Puglielli et al 1995), ainsi qu'à 
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d'autres transporteurs cytoplasmiques comme les F ABP. Ce serait le cas du cholestérol 
libre qui origine des lipoprotéines et qui, après avoir subit la dégradation lysosomale, 
emprunterait cette voie de transport en se liant à la protéine SCP-2 (Crawford 1996). 
Également, le cholestérol nouvellement synthétisé serait normalement transporté à partir 
du réticulum endoplasmique par le SCP-2 sans implication du système microtubulaire 
de la cellule (Puglielli et al. 1996). 
1.4.3.2 Transport canaliculaire 
Due à ses propriétés physicochimiques, la molécule de PC ne peut pas facilement 
traverser la membrane canaliculaire dans le but d'atteindre la lumière canaliculaire 
(Johnson et al. 1975). Toutefois, le transport transmembranaire des nombreuses 
molécules de PC nécessite l'existence d'un mécanisme capable de mouvements à 
travers cette membrane constituée de deux couches de lipides. . Au début des années 
1990, Berr et son équipe (1993) font la démonstration qu'il y a translocation de 
molécules de PC, à courtes chaînes et hydrosolubles, à travers une membrane 
canaliculaire purifiée. De plus, cette translocation se fait à l'aide d'une protéine de 
transport membranaire qui est indépendante de l'A TP. Depuis, d'autres protéines 
transmembranaires agissant également comme une flippase, ont été identifiées dans la 
membrane canaliculaire (Cornacchia et al. 1997). 
Parallèlement à la découverte de l'équipe de Berr, des recherches ont démontré que la 
P-glycoprotéine mdr2, appartenant à la super-famille· de transporteurs ABC et 
dépendant de l' ATP, est fortement exprimée au niveau de la membrane canaliculaire. 
Chez des souris qui n'expriment plus le gène mdr2 P-glycoprotéine, la sécrétion de PC 
biliaire est complètement inhibée, tandis qu'elle est diminuée de 40% chez les souris 
hétérozygotes (Smit et al. 1993). Il a donc été spéculé que la fonction physiologique 
principale de cette P-glycoprotéine est la translocation de la PC à travers la membrane 
canaliculaire. La mdr2 agit donc comme une flippase, transportant les molécules de PC 
du feuillet interne vers le feuillet externe de la membrane canaliculaire (Ruetz et Gros 
1994, Oude Elferink et al. 1995) (figure 2). Chez les souris homozygotes, l'absence de 
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PC dans la bile mène à des pathologies hépatiques progressives. En effet, l'absence de 
sécrétion des phospholipides dans le canalicule n'assure plus de protection de la 
membrane. Par conséquent, la sécrétion d'AB étant normale, leur concentration 
importante dans le canalicule endommage la membrane canaliculaire et le ductule 
biliaire, ce qui provoque une prolifération de ductules biliaires et des dommages 
hépatiques (Oude Elferink et al. 1997). Les mutations homozygotes du gène MDR3 
chez l'homme ont un haut degré d'homologie avec le gène mdr2 de la souris. 
L'absence plus ou moins complète du gène MDR3 chez l'homme mène à un désordre 
génétique, nommé cholestase intrahépatique familiale progressive (PFIC) de type 3, et 
qui est caractérisé par une élévation de l'activité de la gamma-glutamyltranferase, une 
prolifération des ductules biliaires et une fibrose portale et périportale (de Vree et al. 
1998). Le PFIC de type 3 cause de sérieuses lésions hépatiques répétitives de 
l'épithélium biliaire (Borst et al. 2000, Kullak -Ublick et al. 2000). Suite à la 
découverte de l'équipe de Smit (1993) concernant le rôle de la P-glycoprotéine dans la 
sécrétion de la PC biliaire chez la souris, ces chercheurs ont proposé que l'absence du 
gène MDR3 pourrait causer des pathologies hépatiques encore plus importantes chez 
l'homme. Ces chercheurs s'appuient sur deux observations. D'abord, il est démontré 
que les AB plus hydrophobes aggravent les perturbations hépatiques observées chez les 
souris mdr2 (-/-) homozygotes (Van Nieuwkerk et al. 1996). De plus, la composition 
en ABde la bile humaine est plus hydrophobique que celle des rongeurs, notamment les 
AB monohydroxylés, lesquels sont plus toxiques. 
Les AB semblent influencés l'activité de la P-glycoprotéine mdr2. En effet, les 
résultats d'une étude menée par Ruetz et Gros (1994) montrent une stimulation de la 
mdr2 en présence de l'acide taurocholique. Ces auteurs suggèrent que la stimulation 
causée par l'AB ne module pas directement l'activité de la mdr2 mais plutôt réflète la 
formation de micelles. Par la suite, d'autres recherches menées par l'équipe de Oude 
Elferink démontrent que les AB jouent un rôle sur la régulation de l'expression génique 
du mdr2 et par conséquent stimulent la sécrétion de PC biliaires (Frifters et al. 1996, 
Frifters et al. 1997). En effet, chez des souris nourries avec une diète riche en acide 
cholique, on remarque une augmentation du niveau d'ARN messager du mdr2 
24 
concomitant avec une augmentation de la capacité de sécrétion maximale des 
phospholipides. D'ailleurs, des résultats très récents confirment ceux de l'équipe de 
Frifters (1997) en montrant que les AB induisent une régulation positive sur l'activité 
transcriptionnelle du mdr2, les AB plus hydrophobes comme l'acide taurocholique et 
l'acide taurodéoxycholique stimulant davantage la transcription du gène de la protéine 
de transport lorsque comparés aux AB plus hydrophiles (Gupta et al. 2000). Les AB et 
leur niveau d'hydrophobicité peuvent donc être d'importants régulateurs des PC 
biliaires. 
Contrairement aux molécules de PC, les molécules de cholestérol libre ont la capacité 
de diffuser plus aisément à travers la membrane canaliculaire (Van Meer et Simons 
1986), en basculant par un mouvement de flip flop du feuillet interne vers le feuillet 
externe de la membrane plasmatique. Le passage des molécules de cholestérol à travers 
la membrane peut également s'effectuer par diffusion latérale (Robins et al. 1995), 
particulièrement lorsque le cholestérol provient des HDL (Acton et al. 1996). Ce 
dernier mode de translocation serait toutefois moins utilisé. Par ailleurs, même si aucun 
transporteur canaliculaire n'a encore été clairement identifié, il est hautement probable 
que le transport transcanaliculaire du cholestérol soit, du moins en partie, effectué à 
l'aide d'un transporteur protéique, possiblement de la famille de ABCI (Kullak-Ublick 
et al. 2000). En effet, chez les personnes atteintes de la maladie de Tangier (absence 
complète de ABC1 menant à la diminution presque complète de HDL plasmatiques), le 
cholestérol ne peut plus être sécrété de la cellule, et l'assemblage du HDL est donc 
compromis (Borst et al. 2000). Les études portant sur les souris transgéniques mdr2 
homozygotes montrent que la sécrétion biliaire de cholestérol est diminuée de 40%, 
tandis qu'elle n'est pas affectée dans le cas des animaux hétérozygotes (Smit et al. 
1994). Ceci démontre que si ce transporteur joue un rôle primordial dans la sécrétion 
des phospholipides biliaires, il n'est impliqué qu'à un niveau secondaire concernant le 
cholestérol de la bile. Par ailleurs, au cours d'une étude examinant les aspects 
physicochimiques de la solubilité du cholestérol, Carey et Small (1978) ont démontré 
que les micelles simples, dépourvues en PC, ont moins d'affinité pour le cholestérol que 
les micelles mixtes que l'on retrouve normalement dans le canalicule. Plus tard, une 
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recherche menée par Nervi et collaborateurs (Puglielli et al. 1994) indique que des 
vésicules présentes dans la lumière canaliculaire et composées de phospholipides et de 
cholestérol, représentent un facteur de protection important pour les cellules épithéliales 
contre les dommages induits par les AB. Ces vésicules sont d'abord sécrétées sous 
forme de complexes unilamellaires pour ensuite devenir des micelles mixtes, c'est-à-
dire des complexes composés d'AB, de phospholipides et de cholestérol (Cohen et 
Carey 1990, Schmitz et Muller 1991, Cohen et al. 1998). Dans le cas où le gène mdr2 
n'est pas exprimé, la sécrétion des AB reste normale tandis que celle des phospholipides 
est complètement inhibée, faisant en sorte que seulement des micelles simples soient 
formées. Puisque le cholestérol a moins d'affinité pour ces micelles, sa sécrétion est 
fortement diminuée (Puglielli et al. 1994, Ruetz et Gros 1995, Oude Elferink et Groen 
1999). 
1.5 Sécrétion canaliculaire des lipides biliaires 
1.5.1 Vésicules canaliculaires 
La façon dont est sécrétée les lipides dans la bile demeure imprécise, considérant que la 
région du domaine canaliculaire procure un accès difficile à l'expérimentation. 
Cependant, des techniques de microscopie électronique (Ulloa et al. 1987) et des 
techniques employant la dispersion par lumière quasiélastique (Cohen et al. 1989), nous 
fournissent davantage de connaissances en mettant en évidence la présence de vésicules 
lipidiques composées de phospholipides et de cholestérol dans la lumière canaliculaire. 
Plus récemment, la démonstration de la sécrétion vésiculaire des lipides de la membrane 
canaliculaire est davantage appuyée par le raffinement des techniques de visualisation et 
d'imagerie. D'abord, la dispersion par la lumière à l'aide de microscopie au laser 
montre la présence de vésicules dans le canalicule biliaire, et cette vésiculation est 
induite par la sécrétion d'AB (Mockel et al. 1995). De plus, Crawford et son équipe 
(1995), à l'aide d'une technique de fixation tissulaire ultrarapide permettant le 
visionnement de vésicules sécrétoires instables, réussissent à visualiser des vésicules 
libres dans la lumière canaliculaire et des vésicules surgissant de la surface 
'''f -p". 
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exoplasmique de la membrane canaliculaire. Ces auteurs démontrent également que la 
concentration de ces vésicules est proportionnelle au taux de sécrétion de PC biliaires. 
1.6 Modèles de vésiculation proposés 
Cependant, le mécanisme par lequel ces vésicules lipidiques apparaissent dans la 
lumière canaliculaire n'est/pas clairement élucidé. Les résultats de nombreuses études 
tentent à démontrer que l'apport de nombreuses molécules de PC qui sont transportées 
du réticulum endoplasmique vers le feuillet cytoplasmique de la membrane 
canaliculaire créent des segments membranaires nommés micro domaines, enrichis en 
PC (Devaux 1993). Plusieurs modèles sécrétoires ont été proposés, notamment celui de 
Billington et Coleman nommé "budding-off' ou le modèle de "shedding" qui montrent 
que les AB sont capables d'induire le bourgeonnement des deux feuillets de la 
membrane canaliculaire et ainsi former des vésicules (Billington et Coleman 1978, 
Coleman et Rahman 1992). À la suite de l'identification de la P-glycoprotéine mdr2, 
Higgins (1994), ainsi que Smit et ses coéquipiers (1994) proposent que suite à la 
translocation de la PC par la mdr2 à travers la membrane, le feuillet canà1iculaire 
(externe) bourgeonne "pinched off" et forme des micelles et des vésicules en présence 
d'AB. Par la suite, Ruetz et Gros démontrent que l'activité de flippase de mdr2 induit 
une distribution assymétrique de PC sur les deux feuillets de la membrane (Ruetz et 
Gros 1995). Ces résultats amènent ces derniers à suggérer un troisième modèle qui 
s'établit comme suit: les AB, en grande concentration dans la lumière canaliculaire, 
attirent et solubilisent les molécules de PC du feuillet externe de la membrane pour 
former des vésicules constituées de PC et AB, et éventuellement de cholestérol. 
Subséquemment, la P-glycoprotéine mdr2 assure donc la translocation de d'autres 
molécules de PC vers le feuillet externe afin d'assurer l'approvisionnement de PC du 
côté du canalicule. Les figures 3 et 4 illustrent les différents modèles de vésiculation 
du canalicule. 
Par ces modèles de vésiculation proposés, une régulation du système de transport du 
mdr2 semble être induite par la présence d'AB. De plus, les AB et la composition de 
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leur pool peuvent être d'importants régulateurs de la quantité de phospholipides 
biliaires (Gupta et al. 2000), comme mentionné de façon plus détaillée à la section 
1.4.2.2. Cependant, les récentes observations rapportées par l'équipe de Ling et 
collaborateurs (2001) concernant les souris spgp (-/-) homozygotes suggèrent que les 
AB au niveau intrahépatique sont la force d'attraction majeure de la sécrétion des 
lipides biliaires. En effet, bien que la sécrétion canaliculaire des AB soit grandement 
réduite tandis que leur concentration intrahépatique soit augmentée, on observe une 
augmentation de la sécrétion des phospholipides et du cholestérol biliaires chez ces 
souris mutantes. Bien sûr, tous ces modèles sont du domaine spéculatif, et d'autres 
recherches effectuées à l'aide de techniques plus sophistiquées sont nécessaires afin de 
vérifier ces hypothèses . 
. . ( '-... ~: 
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Figures 3 et 4. 
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1. 7 Modulation du transport et de la sécrétion canaliculaire par les acides 
biliaires 
Suite aux nombreuses expériences faites sur l 'homme et sur de nombreuses espèces 
animales, nous sommes en mesure de constater que la sécrétion des lipides biliaires, soit 
des phospholipides et du cholestérol, est fortement reliée à la sécrétion des AB (Mazer 
et Carey 1984, Yousef et al. 1990, Coleman et Rahman 1992, Verkade et al. 1995). 
Des études faites sur le rat ainsi que d'autres espèces animales montrent clairement que 
le taux de sécrétion biliaire du cholestérol et des phospholipides augmente de façon 
linéaire parallèlement avec un taux de sécrétion relativement bas d'acides biliaires 
(Barnwell et al. 1987, Bilhartz et Dietschy 1988, Cohen et al. 1992). De plus, les AB 
hydrophobes stimulent davantage la sécrétion des lipides biliaires que ne le font les AB 
hydrophiles (Heuman 1989). 
Au delà de ces observations, bon nombre de résultats portant sur l'effet des AB sur le 
transport et la sécrétion des phospholipides et du cholestérol dans la bile indiquent que 
les AB stimulent ces deux paramètres (transport et sécrétion) à plusieurs niveaux de 
l'hépatocyte (voir 1.4.2.2 et 1.5.2). À la lumière de ces résultats, des modèles généraux 
au sujet de la modulation par les AB sur la sécrétion biliaire ont été proposés. Cohen 
(1996) suggère que l'accumulation d'AB à l'intérieur du feuillet ectoplasmique de la 
membrane canaliculaire favorise la vésiculation des molécules de PC membranaires. 
Cette vésiculation crée probablement un gradient des molécules de PC, qui, sous 
l'action de la flippase, subissent une translocation du côté cytoplasmique vers la lumière 
canaliculaire. Par conséquent, le feuillet endoplasmique de la membrane devient 
relativement déplété en PC. Le réapprovisionnement de molécules de PC est assuré par 
la présence de AB dans la membrane du réticulum endoplasmique qui stimulent 
l'activité de la PC-TP et, à un moindre degré, de la SCP-2. Ce modèle supporte celui de 
la régulation intracanaliculaire par les AB proposé par Verkade et collaborateurs (1995). 
Ces derniers appuient leur hypothèse sur le mécanisme par lequel les anions organiques, 
tels que l' ampicilline, les AB sulfatés et la bilirubine ditaurate, se lient aux AB au 
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niveau du canalicule, empêchant les AB de stimuler la sécrétion de PC et de cholestérol 
biliaires. Également, les modèles proposés par Ruetz et Gros (1995) ainsi que Higgins 
(1994), Smit et al. (1994) (voir 1.5.2) corroborent bien l'hypothèse intracanaliculaire 
(figures 3 et 4). Une autre hypothèse, celle dite intracellulaire, propose que la 
stimulation de la sécrétion des lipides par les AB s'effectue dans le milieu 
cytoplasmique par l'initiation et le co-transport des phospholipides et le cholestérol 
(Coleman et Rahman 1992). À cet effet, de récents travaux utilisant des souris 
homozygotes spgp (-/-) montrent qu'en dépit d'une diminution significative de la 
sécrétion biliaire des AB, on observe une augmentation de la sécrétion des 
phospholipides et du cholestérol dans la bile (Wang et al. 2001). Ces résultats, associés 
avec une augmentation des AB dans l 'hépatocyte, suggèrent que le site 
intrahépatocytaire est le lieu où les AB stimulent la sécrétion des lipides dans la bile 
(Wang et al. 2001). Cette controverse au sujet de l'hypothèse intracellulaire versus 
intracana1iculaire démontre que d'autres techniques plus raffinées sont nécessaires afin 
de permettre une meilleure compréhension des mécanismes responsables de la sécrétion 
des lipides biliaires. 
Que ce soit selon l'hypothèse intracanalicu1aire ou intracellulaire, l'approvisionnement 
des molécules de PC vers la membrane canaliculaire est assuré. Lorsque des doses 
croissantes d'AB sont infusées, la sécrétion des lipides biliaires, incluant celle des 
phospholipides, augmente jusqu'à atteindre un maximum de sécrétion (Yousef et al. 
1987). Par la suite, on observe un déclin de la sécrétion de ces lipides et l'apparition de 
la cholestase (Yousef et al. 1987, Bamwell et al. 1987). Certains auteurs proposent que 
l'épuisement du pool des phospholipides destinés à approvisionner la membrane 
pourrait être un facteur majeur dans le contrôle de la réponse cholestatique (Y ousef et 
al. 1987). 
Au cours des dernières années, plusieurs études ont permIS d'approfondir nos 
connaissances sur les diverses étapes qui caractérisent la sécrétion de la bile et des 
lipides biliaires. Entre autres, ces recherches ont permis d'établir l'importance de la 
sécrétion canaliculaire qui constitue une étape limitante dans la sécrétion des lipides 
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31 
dans la bile. Plus récemment, l'identification de plusieurs protéines de transport 
contribue à comprendre davantage les facteurs impliqués dans la formation et la 
sécrétion biliaire. Également, ces nouvelles connaissances nous éclaireront sûrement 
sur les différentes causes de la cholestase intrahépatique, sujet du prochain chapitre. 
2. Cholestase intrahépatique 
2.1 Définition 
La terme cholestase vient du grec kholê, qui veut dire bile, et du mot stasis, qui veut 
dire arrêt. On définit donc la cholestase comme une diminution du débit normal de la 
bile accompagnée d'une accumulation dans le sang et dans le foie de constituants 
biliaires (Tuchweber et al. 1986). La cholestase peut se manifester très différemment, 
par exemple selon le site anatomique d'obstruction, et la présence ou non de pathologies 
associées. C'est pourquoi il est difficile d'établir une classification selon des critères 
établis. Il existe quand même deux grandes classes de choIe stase, soit la cholestase 
intrahépatique (CIH) et la cholestase extrahépatique. La CIH se définit comme une 
diminution de la sécrétion et de la formation de la bile indépendante d'un blocage des 
voies biliaires (cholestase extrahépatique). 
Les causes menant à la CIH sont diverses. Ces perturbations d'ordre biophysique et 
biochimique peuvent être associées à la grossesse, à des infections diverses (hépatite), à 
la consommation d'alcool, aux AB monohydroxylés, aux hormones sexuelles, de même 
qu'à la nutrition parentérale totale. Plusieurs désordres génétiques, tels que la CIH 
familiale progressive de type 1,2 et 3, et le syndrome Dubin-Johnson, constituent 
également des facteurs étiologiques de la CIH (Jansen et Muller 2000). 
2.2 Cholestase induite par les acides biliaires 
De par leur composition, les AB possèdent des propriétés détergentes importantes, ce 
qui leur confère le pouvoir d'altérer la composition membranaire par la solubilisation 
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des composés lipidiques intrinsèques à cette membrane. Ce processus peut mener à la 
modification des propriétés physico-dynamiques des membranes hépatocytaires, 
incluant la membrane canaliculaire, et donc de diminuer la sécrétion de substances 
osmotiques normalement retrouvées dans la bile canaliculaire. De tels événements 
peuvent conduire à la diminution de la formation de la bile, phénomène nommé CIH. 
D'ailleurs, une accumulation d'AB et des modifications de leur profil qualitatif ont été 
observées dans plusieurs conditions cholestatiques. La cholestase induite par les AB 
étant très reproductible, elle s'avère être un modèle de choix dans l'étude des différents 
mécanismes portant sur les anomalies de formation de la bile. 
La CIH peut être induite par une altération à n'importe quel niveau des multiples étapes 
dans la sécrétion des AB. En effet, plusieurs recherches ont démontré que la cholestase 
induite par les AB peut être expliquée par plusieurs défauts affectant la sécrétion et le 
transport entérohépatique des AB, et qui concernent des anomalies dans la synthèse et 
dans la biotransformation des AB communs (Tuchweber et al. 1986, Sellinger et Boyer 
1990, y ousef et al. 1998). Cette irrégularité peut se traduire par une augmentation de la 
concentration d'AB, une augmentation des AB monohydroxylés et à la présence d'AB 
atypiques (Radominska et al. 1993, Ostrow 1993). 
2.2.1 Cholestase induite par des doses croissantes d'acides hilaires 
Certains AB, comme les AB hydrophiles tels que l'acide cholique, sont cholérétiques à 
des doses physiologiques. Toutefois, tous les AB, lorqu'ils sont administrés à forte 
concentration, induisent la CIH (figure 5). En effet, lorqu'on infuse à des doses 
constantes l'acide cholique ou un autre AB, la sécrétion biliaire et le flux biliaire 
atteignent leur maximum de sécrétion (TSm) et diminuent par la suite. Lorsque le taux 
maximal de sécrétion est dépassé, une toxicité peut s'installer au niveau du système de 
transport et ainsi réduire la sécrétion des AB, ce qui mène à une diminution du débit 
biliaire (Drew et Priestly 1979). Cependant, d'autres mécanismes ont été suggérés afin 
d'expliquer la diminution de la sécrétion des AB après le TSm. En effet, lorsque les AB 
sont infusés en doses croissantes, ils seraient plutôt excrétés très efficacement par le 
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foie, ce qui augmenterait leur concentration cellulaire. D'ailleurs, Small (1970), ainsi 
que y ousef et Fisher (1976), ont suggéré que les AB solubilisent la PC de la membrane 
canaliculaire lorsqu'ils sont sécrétés dans la lumière canaliculaire. Cette hypothèse est 
par la suite confirmée par des résultats montrant qu'une infusion continue d'AB induit 
une déplétion des phospholipides biliaires, ainsi que la solubilisation des membranes 
hépatocytaires (Bamwell et al. 1987, Yousef et al. 1987, Roy et al. 1989). Des 
phospholipides provenant d'un pool intracellulaire sont alors mis à contribution afin de 
remplacer des domaines de phospholipides qui ont été préalablement réduits. À son 
tour, ce pool de phospholipides peut être épuisé, empêchant l'approvisionnement des 
phospholipides à la membrane canaliculaire et compromettant l'intégrité membranaire. 
Par conséquent, les AB en grande concentration deviennent toxiques pour l 'hépatocyte 
et l'apparition de la cholestase est secondaire à cette toxicité (Yousef et al. 1998). C'est 
pourquoi Y ousef et ses collaborateurs proposent que ce type de cholestase soit référé à 
la cholestase induite par la toxicité des AB (Y ousef et al. 1998). La figure 5 illustre 
bien les différents mécanismes impliqués dans la phase cholérétique et cholestatique 
lors de la cholestase induite par une concentration croissante d'AB. 
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Figure 5. Mécanismes proposés lors d'une cholestase induite par des doses 
croissantes d'acides biliaires 
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2.2.2 Cholestase induite par les acides biliaires monohydroxylés 
L'ALC est un AB monohydroxylé naturel et présent en très faible quantité chez les 
sujets normaux, c'est-à-dire environ 5% du pool d'AB. Il est synthétisé principalement 
dans l'intestin par la modification du substituant hydroxy des AB par les enzymes 
bactériennes présentes dans la section distale de l'intestin. Ce mécanisme se nomme la 
7alpha-déhydroxylation, c'est-à-dire la déhydroxylation de l'acide chenodeoxycholique 
en ALC. Il est également formé, mais en moindre importance, par un mécanisme 
. -, '.-~ 
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impliquant la réaction 26-hydroxylation du cholestérol hépatique. L' ALC peut être 
sous la forme hydroxylée, sulfatée et peut être également conjugué avec la glycine, la 
taurine et l'acide glucuronide. 
L'ALC et sa forme conjuguée l'acide taurolithocholique (ATLC) sont des agents 
cholestatiques et leur accumulation dans l'organisme peut initier ou contribuer à la 
toxicité hépatique. Une quantité anormalement élevée est observée chez les personnes 
s'alimentant par voie parentérale totale, chez ceux qui sont traités avec l'acide 
chenodeoxycholique contre les lithiases biliaires, et chez les patients qui présentent une 
cholestase. Chez les animaux, il a été montré que l' ALC et ses conjugués peuvent 
induire une CIH rapide, sévère, réversible et dépendante de la dose administrée (Kakis 
et Yousef 1978, Gratton et al. 1987, Vu et al. 1992b). Plusieurs perturbations et 
mécanismes ont été proposés en ce qui a trait àla pathogénèse de la cholestase induite 
par l'ALC et l'ATLC (figure 6). Toutefois, il est difficile de distinguer le désordre 
initial menant au développement de la CIH des conséquences secondaires, en raison des 
malfonctions hépatiques et de l'accumulation de composés toxiques associées à la CIH. 
2.2.2.1 Perturbations observées 
Dans la CIH expérimentale induite par l'ALC, la capture basolatérale de l'AB ne 
semble pas être· affectée, contrairement à la sécrétion canaliculaire qui est 
significativement diminuée, ce qUI conduit à une accumulation de l'AB dans 
l'hépatocyte (Tuchweber et al. 1986). Lors de la CIH induit par l'injection de l'ALC, 
on constate une réduction de la sécrétion des lipides biliaires, c'est-à-dire une 
diminution des AB endogènes, des phospholipides et du cholestéroL Également, on 
observe une augmentation de la sécrétion biliaire des protéines cytoplasmiques et 
membranaires. Ces perturbations sont également accompagnées par une augmentation 
importante de cholestérol dans la membrane canaliculaire (Kakis et Yousef 1978, Vu et 
al. 1992). Des observations effectuées à l'aide de la microscopie électronique révèlent 
des modifications structurales importantes telles que la dilatation canaliculaire, la perte 
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de microvillosités, la transformation lamellaire des membranes et l'accumulation des 
substances amorphes dans les membranes canaliculaires (Bonvicini et al. 1978). 
2.2.2.2 Mécanismes proposés 
Quelques mécanismes expliquant la pathogénèse de la cholestase induite par l' ALC ont 
été proposés et sont illustrés à la figure 6. 
2.2.2.2.1 Augmentation de la nouvelle synthèse du cholestérol 
Des études antérieures ont démontré que les altérations morphologiques observées dans 
la cholestase induite par l' ALC sont associées à une élévation de cholestérol dans la 
membrane canaliculaire (Kakis et Y ousef 1978, Y ousef et al. 1984). De plus, la 
synthèse de novo de cholestérol est augmentée et son transport vers les membranes 
canaliculaires facilité (Y ousef et Tuchweber 1984). Ces auteurs montrent également 
que l' ALC peut décaper "stripping" le cholestérol des membranes du réticulum 
endoplasmique en l'absence de nouvelle synthèse de cholestérol, et suggèrent que le 
transfert du cholestérol vers la membrane canaliculaire pourrait être l'étape initiale dans 
le développement de la cholestase induite par l'ALC et l'A TLC. On ne connait pas 
encore la façon dont le cholestérol est transporté jusqu'au pôle apical mais il est suggéré 
qu'il emprunte la même voie de transport que les AB, c'est-à-dire lié avec les protéines 
cytoplasmiques (Y ousef et al. 1998). 
2.2.2.2.2 Liaison entre AL T et les protéines cytoplasmiques 
Les AB se lient donc aux protéines cytoplasmiques pour atteindre la membrane apicale. 
De plus, il est établi que le degré d'hydrophobicité est proportionnel à l'efficacité de la 
liaison. Par conséquent, la liaison de l'ALC avec des protéines cytoplasmiques semble 
jouer un rôle important dans la pathogénèse de la CIH. En effet, l'utilisation d'un 
inhibiteur de la synthèse de protéines, le cycIoheximide, protège partiellement contre la 
cholestase induite par l'ALC et son conjugué l'acide taurolithocholique (ATLC) 
~{ .~ .... ; 
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(Yousef et al. 1983, Dahlstrom-King et Plaa 1989). La liaison AB monohydroxylé et 
protéines cytoplasmiques mène à une augmentation d'ALC dans la cellule hépatique, 
causant des perturbations dans la distribution intracellulaire et le transport vers les 
organelles de cet AB. Par exemple, il est suggéré qu'une liaison avec les protéines 
microsomales pourrait causer une augmentation de la synthèse de cholestérol ou du 
moins, que davantage de cholestérol nouvellement synthétisé soit libéré et transporté 
vers la membrane canaliculaire (Yousef et al. 1984, Gratton et al. 1987, Yousef et al. 
1998). 
2.2.2.2.3 Modification de la composition lipidique de la membrane canaliculaire 
Bien que l'action de l' ALC et l' ATLC sur les membranes plasmatiques et microsomales 
ne soit pas clairement établie, plusieurs recherches ont démontré que la liaison entre 
ALC et la membrane canaliculaire cause une altération à sa structure membranaire et 
facilite l'incorporation de. molécules de cholestérol dans la membrane (Y ousef et al. 
1984). Par ailleurs, comme mentionné précédemment, l' ALC augmente la nouvelle 
synthèse de cholestérol et facilite son transport vers le pôle apical de l'hépatocyte. Par 
conséquent, le contenu en cholestérol dans la membrane canaliculaire est augmenté 
ainsi que le ratio cholestérol/phospholipides. L'équipe de Yousef (1984) a d'ailleurs 
montré que la liaison du cholestérol et de l' ALC à la membrane était dans un rapport de 
cholestérol/ALC de 2/1. Ces auteurs proposent que l'insertion de chaque molécule 
d'ALC dans la bi-couche membranaire perturbe l'organisation normale des molécules 
lipidiques et crée un espace libre dans cette membrane, permettant ainsi l'incorporation 
de deux molécules de cholestérol. De plus, la grosseur de la molécule d'ALC (30-35 
Angstrëm) est deux fois plus grande que celle du cholestérol (15 Angstrëm), ce qui 
correspond avec le ratio 2/1 cholestérol/ ALC. Les propriétés membranaires comme la 
fluidité et la perméabilité, sont alors modifiées (Kakis et Y ousef 1978), ce qui peut 
causer une baisse de l'activité sécrétoire, donc une diminution du flux biliaire. 
L'altération de la composition membranaire du canalicule pourrait ainsi affecter 
l'activité des systèmes de transport impliqués dans la sécrétion des lipides biliaires, 
c'est-à-dire les protéines mrp2 et mdr2 . 
. ~ t ........ : 
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2.2.2.2.4 Interaction ALe et calcium 
Des recherches démontrent que tous les AB peuvent induire une augmentation du 
calcium (Ca++) intracellulaire. Également, il existe une correlation positive entre le 
degré d'hydrophobicité de l'AB et le niveau de Ca++ intracellùlaire. En effet, des 
études démontrent que les AB cholestatiques, particulièrement ALC et A TLC, peuvent 
moduler la concentration de Ca++ intracellulaire provenant d'un pool du réticulum 
endoplasmique, par un mécanisme de mobilisation indépendant de l'inositol-
triphosphate, mais possiblement dépendant de la protéine kinase c (Marrero et al. 1994, 
Combetles et al. 1992). De plus, l'ALC et son conjugué possèdent une capacité jusqu'à 
dix fois plus grande de liaison avec le Ca++ comparé à un AB non cholestatique 
(Oelberg et al. 1984). Cependant, dans le modèle de la cholestase induite par l'ALC et 
ATLC, l'interaction ALC-calcium ne peut à elle-même être responsable de la CIH. De 
plus, la formation d'aggrégats insolubles résultant de la liaison du Ca++ avec l'ALC et 
pouvant mener à un blocage du canalicule ne constitue pas un élément indispensable à 
l'apparition de la cholestase. 
Il n'est pas possible d'affirmer que chacune des altérations mentionnées ci-haut et 
considérées individuellement puissent causer la cholestase induite par l'ALC et 
l'ATLC. Cependant, l'ensemble de tous ces mécanismes proposés pour expliquer la 
pathogénèse de la cholestase induite par l'ALC et l'ATLC contribue à une diminution 
du flux biliaire et de la sécrétion de lipides biliaires et ce, chez plusieurs espèces 
animales. 
. ""( '-r,: 
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La figure 6 résume les différents mécanismes proposés dans la cholestase induite 
par les AB monohydroxylés. 
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t Monohytlroxy bile acid (DA) concentration 
.. 
Binding to cytosolic proteins 
.. Cellular COl'" ..... '-__ 
Binding to microsomc 
- t 
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+ 
.. Monohydroxy 
bile acid concentration 
+ 
Disruption in intracellular 
distribution 
Dinding to nuclei 
(indirect evideilce) 
.. 
Interfering in vesicle 
formation and transport 
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2.2.2.3 Sulfatation et glucuronidation des acides biliaires 
La sulfatation des AB est associée à un effet protecteur contre la CIH (Yousef et al. 
1992). Cependant, les AB monohydroxylés tel que ALC, lorsqu'il est sous forme 
sulfatée, s'avère être un agent hautement cholestatique (Y ousef et al. 1981). Le ALC 
sulfaté présente une très forte capacité à se lier au Ca++ et serait présent sous forme 
précipitée dans le canalicule (Kuipers et al. 1992). La conjugaison de l' ALC avec le 
glucuronide cause également la CIH, d'autant plus qu'il est considéré comme l'agent le 
plus cholestatique identifié jusqu'à maintenant. Des événements intracellulaires et 
transcanaliculaires, tel que la liaison de l'ALC avec le microsome, pourrait altérer 
l'homéostasie du CArt cellulaire, ce qui augmenterait la glucuronidation de l'ALC et 
contribuerait à la CIH (Vu et al. 1992, Yousef et al. 1998). 
2.2.3 Acides biliaires atypiques 
Les AB atypiques sont produits lors de perturbations des enzymes impliquées dans le 
métabolisme des AB. En effet, des anomalies dans le fonctionnement des ~nzymes 
telles que 3beta-hydroxy-5C27-steroide deshydrogenase, la 30xo-4-steroide-5beta-
reductase, 26 hydroxylase et des enzymes de la bêta-oxydation, peuvent se traduire par 
une diminution de la concentration et/ou une diminution de leur activité enzymatique. Il 
y a alors formation d'AB possédant, par exemple, des groupements hydroxyles en 
configuration 3beta, des AB à 27 carbones et identifiés comme AB atypiques. Ces 
derniers ont un grand potentiel cholestatique et, par conséquent, leur présence peut 
provoquer la CIH. Les mécanismes d'action de cette forme de cholestase ne sont pas 
très bien connus. Cependant, il est suggéré que la production substantielle d'AB 
atypiques diminue la quantité d'AB primaires et cholérétiques, ce qui cause une 
diminution du débit biliaire. Certaines maladies métaboliques peuvent entraîner la 
production d'acides biliaires atypiques. Un tel désordre est rapporté chez l'homme, 
incluant les enfants souffrant de cholestase et ayant une déficience en 3beta-hydroxy-
5C27-steroide deshydrogenase (Clayton et al. 1987), chez des enfants atteints de 
maladies cholestatiques familiales (Clayton et al. 1988), et chez les patients atteints de 
xanthomatose cérébrotendineuse (Bjorkhem et al. 1987) . 
. .. , '~ ..... 
41 
3. Effets des phospholipides alimentaires sur l'homéostasie du cholestérol et 
la sécrétion des lipides biliaires 
3.1 Métabolisme de la choline et des phospholipides 
3.1.1 Métabolisme de la choline libre 
La choline est une amine qui, sous forme libre, participe à cinq voies enzymatiques 
majeures. Elle peut être utilisée pour subir l'acétylation afin de produire 
l'acétylcholine, un neurotransmetteur cholinergique. La choline peut être oxydée en 
bétaine, un donneur de groupe méthyl, qui participe à la méthylation de l 'homocystéine 
pour produire la méthionine, une protéine impliquée dans la synthèse protéique. 
Également, la choline peut participer à la formation de la sphingomyéline lors du 
transfert de la phosphocholine en céramide. 
La choline libre est également un précurseur dans la synthèse de la PC. En effet, la 
choline est phosphorylée en phosphocholine,< qui constitue la première étape qui mène à 
la formation de la PC. On estime que chez le rat, la choline libre serait utilisée à 30% 
pour la synthèse de la PC au niveau du foie, tandis que 60% sert à la production de la 
bétaine CV ance 1989). Une autre voie de synthèse de la PC, celle-ci beaucoup moins 
importante, consiste à substituer l'une des têtes des phospholipides, soit de la sérine, 
l'inositol ou l'éthanolamine, en échange d'une molécule de choline, pour former la PC. 
Plusieurs études ont démontré quela choline est nécessaire à la survie de la cellule et 
que celle-ci meurt par apoptose lorsqu'elle est dépourvue en ce nutriment (Albright et 
al. 1996, Shin et al. 1997). Le seul moyen de générer de nouvelles molécules de 
choline est par la voie de méthylation de la PE, expliquée plus en détail à la section 
3.1.3.2. Actuellement, un débat persiste à savoir si la choline est un nutriment essentiel 
pour l'homme (ZeiseI 2000). 
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3.1.2 Définition et structure des phospholipides 
Les phospholipides englobent un groupe hétérogène de lipides, glycérophospholipides 
et sphingomyéline qui ont en commun leur rôle essentiel dans la structure des 
membranes, où ils participent à la formation de la matrice de la bicouche lipidique. 
Dans la membrane, ils sont placés de façon à présenter leur pôle hydrophile vers 
l'extérieur de la membrane et le pôle hydrophobe dans l'épaisseur de la membrane elle-
même. Les phospholipides sont également précurseurs d'hormones comme les 
eicosanoïdes et de molécules de signalisation comme les produits de la dégradation des 
inositol-phospholipides. 
Il existe deux grandes classes de phospholipides caractérisées par la nature du glycérol. 
Les glycérophospholipides et la sphingomyéline. Cette dernière est constituée d'une 
molécule de sphingosine et d'une molécule de phosphocholine. C'est un lipide majeur 
dans les membranes tissulaires des animaux, en particulier des tissus nerveux. Les 
glycérophospholipides sont constitués d'une molécule de glycérol estérifiée par un ou 
plusieurs acides gras et par une molécule d'acide phosphorique qui donne un acide 
. phosphatidique. Cet acide phosphatidique est lui-même estérifié par un groupement 
alcool. La nature de l'alcool permet de distinguer les différentes têtes polaires des 
phospholipides. Également, les résidus acyles fixés sur les atomes de carbone (C) 1 et 
C2 peuvent varier considérablement suivant leur origine, par exemple selon leur 
longueur de chaîne et leur degré d'insaturation. Généralement, l'acide gras sur le Clou 
en position 1 (sn-l) est saturé tandis qu'en position 2 (sn-2), il est insaturé. La PC, la 
PE, la phosphatidylinositol et la phosphatidylsérine constituent les principaux 
phospholipides et leur structure moléculaire, ainsi que celle de la sphingomyéline, sont 
illustrées à la figure 7. 
3.1.3 Métabolisme hépatique de la Phosphatidylcholine 
Comme il a été mentionné précédemment, les phospholipides sont des constiJu~ts 
lipidiques des membranes cellulaires, dont celles de l'hépatocyte. Dans la bile, les 
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phospholipides biliaires sont constitués à plus de 95% de PC chez la plupart des 
vertébrés, incluant l'homme et le rat (Alvaro et al. 1986). 
C'est dans les années cinquante qu'Eugene Kennedy (1956) devint l'un des pionniers 
dans la recherche portant sur la biosynthèse des phospholipides, par la découverte d'une 
voie de synthèse de la PC, la voie cytidine diphosphate (CDP)-choline. Toutefois, les 
quinze dernières années ont grandement contribué à l'avancement des connaissances 
dans ce domaine, notamment par l'identification d'enzymes et de leurs gènes qui sont 
impliqués dans la biosynthèse des phospholipides. De toutes ces recherches, la PC a 
particulièrement suscité l'intérêt de nombreux chercheurs qui se sont attardés à la 
régulation de son métabolisme (Vance 1989, Kent 1990). 
Figure 7. Principales molécules de phospholipides et sphingomyéline 
(tiré de Cohen 1996) 
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Il existe deux voies de biosynthèse de la PC. La voie de la CDP-choline et la voie de la 
méthylation de la PE. Un schéma décrivant les étapes de la biosynthèse de la PC et la 
PE est présenté à la figure 8. 
3.1.3.1 Biosynthèse de la PC par la voie de la CDP-choline 
La principale voie de biosynthèse de la PC chez les vertébrés est celle de la CDP-
choline, également nommée la voie de Kennedy (Kennedy et Weiss 1956). Les 
principaux sites cellulaires de la biosynthèse sont le réticulum endoplasmique, 
l'appareil de Golgi et les mitochondries (Vance et Vance 1988, Bishop et Bell 1988). 
La deuxième voie de synthèse de la PC est celle de la méthylation de la PE, décrit à la 
page suivante (section 3.1.2.2). 
La première étape de la voie de de la synthèse la CDP-choline est la phosphorylation de 
la choline qui produit la phosphocholine, sous l'action enzymatique de la choline 
kinase. Cette enzyme est cytoplasmique et requiert l' ATP et la présence de Mg2+. 
Ensuite, la phosphocholine se lie avec une molécule de cytidine triphosphate (CTP) et 
forme la CDP-choline, cette réaction étant catalisée par l'enzyme choline phosphatase 
cytidylyltransferase (localisée dans le cytoplasme, le réticulum endoplasmique et 
l'appareil de Golgi). L'étape finale de la biosynthèse des PC est la combinaison d'une 
molécule de diacylglycérol avec la CDP-choline, qui est catalisée cette fois par la 
choline phosphotransférase (localisée dans le réticulum endoplasmique) (Vance 1989, 
Kent 1990). 
De ces étapes décrites ci-haut, deux enzymes sont identifiées comme régulant la voie de 
biosynthèse CDP-choline: la choline kinase et la CTP: phosphocholine 
cytidylyltransferase ou cytidylyltransferase (CCT). La choline kinase provenant du foie 
de rat est un tétramère de 47kDa (Porter et Kent 1990). Il existerait plusieurs isoformes 
de la choline kinase, ce qui pourrait expliquer que l'augmentation de son activité n'est 
pas toujours reliée à l'augmentation de la synthèse de PC (Ishidate et al. 1985). 
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La CCT a reçu beaucoup d'attention en ce qui à trait à la régulation de la voie de la 
CDP-choline. Cette enzyme est d'ailleurs reconnue comme catalisant l'étape limitante 
de cette voie de synthèse (Vance et al. 1980). La CCT est un homo dimère dont le poids 
moléculaire d'une sous-unité est de 42 kDa (Comell 1989). Elle a été clonée à partir du 
foie de rat (Kalmar et al. 1990), révélant l'existence d'un domaine catalytique qui ne 
nécessiterait pas d'intermédiaire mais impliquerait plutôt une action directe de l'enzyme 
(Kent 1997). L'activation de la CCT se produit lorsqu'elle se lie à la membrane tandis 
qu'elle est inactive dans le milieu cytoplasmique (Kent 1990). Cette enzyme pourrait 
être également régulée par un cycle de phosphorylationldéphosphorylation, la forme 
déphosphorylée étant la forme active (Sanghera et Vance 1989). 
3.1.3.2 Biosynthèse de la PC par la voie de la méthylation de la PE 
Bremer et Greenberg (1961) découvrent une deuxième voie de synthèse de PC et par 
laquelle la PE est méthylée en PC. Cette voie est surtout active dans le foie. On évalue 
sa contribution entre 20 et 40% du PC nouvellement synthétisé par l 'hépatocyte. Dans 
ce sens, l'hépatocyte est unique parce qu'il possède l'activité enzymatique de la voie de 
méthylation de PE tout en maintenant aussi un très haut taux d'activité de la voie de la 
CDP-choline. 
Cette voie de synthèse des PC est caractérisée, comme son nom l'indique bien, par la 
méthylation d'une molécule de PE. La PE est ainsi méthylée par trois molécules de S-
adénosylméthionine de façon successive pour donner la monométhylPE, la diméthylPE 
et la triméthylPE, qui est en fait la PC. 
La réaction de méthylation du PE est catalysée par une PE N-méthyltransferase (PEMT) 
qui est principalement active dans le foie et qui régularise cette voie de biosynthèse. 
PEMT est une protéine avec un poids moléculaire de 22.5 kDa et qui a été purifiée à 
partir du foie de rat (Cui et al. 1993). Jusqu'à maintenant, deux formes de cette 
enzyme, la PEMTl et la PMET2, ont été identifiées. L'activité de la PEMTl est 
... [ .-..... 
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associée avec le réticulum endoplasmique tandis que la PEMT2 est localisée dans les 
membranes mitochondriales (Cui et al. 1993). L'expression du gène est régulée par la 
choline alimentaire, une diète déficiente en choline induisant une augmentation de 
l'activité (Cui et Vance 1996). De récents résultats révèlent que le profil en acides gras 
des molécules de PC est associé à l'origine de la voie de synthèse (DeLong et al. 1999). 
En effet, cette étude démontre que les molécules de PC qui proviennnent de la voie 
CDP:-choline sont constituées principalement d'acides gras saturés (l'acide palmitique 
et l'acide stéarique (16:0 et 18:0)) tandis que celles qui originent de la voie de la 
méthylation sont plus diversifiées, avec une préférence pour les acides gras saturés 
(l'acide stéarique 18:0) et polyinsaturés (l'acide arachidonique 20:4) à longue chaîne. 
Par ailleurs, les acides gras à longue chaîne sont considérés toxiques pour les cellules 
puisqu'ils auraient comme effet d'inhiber la croissance cellulaire (Cui et al. 1994). De 
ce fait, il est proposé que la distinction dans le profil des acides gras entre les deux 
différentes voies de synthèse peut contribuer aux fonctions spécifiques à chacune de ces 
voies. Les auteurs suggèrent que cette différence peut signifier que chacune des voies 
agit selon des fonctions spécifiques (De Long et al. 1999). En ce qui concerne la voie de 
la méthylation de PE, la PEMT pourrait jouer un rôle dans la régulation de la croissance 
de l'hépatocyte et sa division cellulaire (Vance et al. 1997): 
Figure 8 
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3.2 M~tabolisme hépatique du cholestérol 
Le foie est le principal lieu d'un grand nombre d'événements métaboliques qui mènent 
à la synthèse, la transformation et l'élimination du cholestérol via la sécrétion biliaire 
sous forme libre, ou sous forme d'acides biliaires, suite à une conversion hépatique. 
Chez l'homme, on estime que 50 à 60% du cholestérol métabolisé par jour est 
transformé en AB, tandis que 30% est sécrété dans la bile sous forme de cholestérol 
libre. 
3.2.1 Biosynthèse du cholestérol 
La biosynthèse du cholestérol commence dans le cytoplasme avec la formation de 
mévalonate. Les étapes initiales comportent la formation d'acétoacétyl coenzyme A 
(CoA) à partir de deux molécules d'acétyl CoA. Ensuite, une autre molécule d'acétyl 
CoA se lie à l'acétoacétyl CoA pour former le 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA (HMG-
CoA). Cette réaction est catalysée par la HMG-CoA synthase. L'HMG CoA est par la 
suite réduit en 3R-mévalonate dans une réaction qui consomme 2 NADPH. Cette 
troisième étape de la séquence est catalysée par l' HMG-CoA réductase. Cette 
molécule subit une série de phosphorylations et de décarboxylations, menant à la 
formation d'isopentyl pyrophosphate. La polymérisation de l'isopentyl-pyrophosphate 
conduit à la formation de géranyl pyrophosphate et s'ensuit une série de réactions 
permettant d'obtenir le squalène. La cyclination et le réarrangement intramoléculaire 
du squalène aboutissent à la formation du quadruple noyau cyclo-pentano-phénantrène. 
Par la suite, de multiples déméthylations du squalène mènent enfin à la production 
d'une molécule de cholestérol, comme celle illustrée à la figure 9. 
Figure 9. Structure moléculaire du cholestérol 
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(tiré de Garrett et Grisham 2000) 
3.2.2 Régulation de la biosynthèse 
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Le foie est l'organe qui assure l'homéostasie du cholestérol à travers l'organisme. La 
régulation étroite des niveaux intracellulaires hépatiques en cholestérol est assurée par 
trois enzymes clefs: l'HMG-CoA réductase, l'acyl cholestérol acyl transferase (ACAT) 
et la cholestérol 7alpha-hydroxylase. 
3.2.2.1 L'HMG-CoA réductase 
L'HMG-CoA réductase est identifiée comme l'étape lirnitante et le principal site de 
régulation de la nouvelle synthèse du cholestérol. C'est une enzyme de 97 kDa qui 
traverse la membrane du réticulum endoplasmique et dont le site actif fait face au 
cytoplasme. Trois mécanismes différents interviennent dans sa régulation. D'abord, 
une phosphorylation par des kinases dépendantes de l'AMP cyclique inactive la 
réductase. Cette inactivation peut être levée par deux phosphatases spécifiques, comme 
'''', ., .... ,...: 
" 
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illustré à la figure 10. Ceci permet un contrôle rapide des niveaux d'activité. La 
régulation de l'expression du gène par la concentration en cholestérol constitue le 
deuxième mécanisme. Par conséquent, si la concentration en cholestérol est élevée, la 
synthèse d'ARN messager codant pour l'HMG-CoA réductase est diminuée. Au 
contraire, si la concentration du cholestérol est faible, la synthèse de l'ARNm est 
stimulée (Ness et al. 1991). Enfin, le troisième mécanisme à intervenir est la synthèse 
et la dégradation de l'enzyme, qui sont relatifs au niveau cellulaire de cholestérol 
(Hampton 1998). Ainsi, la durée de la demi-vie de l'enzyme, qui est de 3 heures, sera 
plus courte si la concentration de cholestérol est plus élevée. 
3.2.2.2 La ACAT 
La quantité de cholestérol libre dans l'hépatocyte est étroitement régulée par une variété 
de mécanismes cellulaires. Un des mécanismes importants de cette régulation est la 
conversion du cholestérol libre en ester de cholestérol, catalisée par l'enzyme ACAT. 
Certaines études suggèrent que cette enzyme a comme fonction première de prévenir 
l'accumulation toxique de cholestérol libre dans les membranes et de promouvoir 
l'assemblage des VLDL (Spector et al. 1979, Drevon et al. 1980). L'ACAT est 
localisée dans le réticulum endoplasmique rugueux et s'avère être une protéine 
membranaire intégrale (Chang et al. 1997). C'est une protéine monomère d'un poids 
moléculaire de 65 kDa. Son niveau d'activité est fortement influencé par les 
concentrations cellulaires de cholesteéol et de 25-hydroxycholestérol provenant des 
LDL (Chang et al. 1997). L'ester de cholestérol nouvellement formé par l'action de 
l' ACA T est ensuite entreposé dans le réticulum endoplasmique lisse et dans le 
cytoplasme. Ce pool d'entreposage représenterait une étape intermédiaire avant d'être 
utilisé dans l'assemblage des lipoprotéines, comme constituants membranaires ou bien 
être reconverti en cholestérol libre pour être ensuite sécrété dans la bile (Chang et al. 
1997, Drevon et al. 1980). Il y aurait plusieurs gènes ACAT fonctionnels, et les formes 
1 et 2 présenteraient l'activité essentielle d'estérification du cholestérol chez l'homme 
(Chang et al. 1997). 
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3.2.2.3 La cholestérol 7alpha-hydroxylase 
La cholestérol 7alpha-hydroxylase représente l'étape limitante dans la voie de synthèse 
des AB. Précisément, cette enzyme catalyse la conversion du cholestérol en 7alpha-
hydroxycholestérol, précurseur d'AB, principalement de l'acide cholique. La 
cholestérol 7alpha-hydroxylase appartient au groupe des oxygénas es à fonction mixte et 
comme les deux autres enzymes clefs, elle est localisée dans le réticulum 
endoplasmique (Vlahcevis et al. 1991) (figure 11). Elle a été purifiée à partir de foie de 
rat (Ogishima et al. 1987) et le gène de cette enzyme est constituée de 6 introns et 5 
exons codant pour une protéine de Il kDa (Li et al. 1990). L'activité de la cholestérol 
7 alpha-hydroxylase est régulée au niveau transcriptionnel par le niveau d'AB. C'est 
ainsi que lorsque les AB atteignent le foie (cycle entérohépatique), un signal est 
acheminé au gène de la cholestérol 7 alpha-hydroxylase, entraînant la diminution de la 
transcription du gène (Stravitz et al. 1993). Cependant, seuls les AB hydrophobiques 
peuvent réguler négativement l'activité de l'enzyme (Heuman et al. 1989). Des études 
démontrent que le cholestérol alimentaire peut également réguler cette enzyme. Ainsi, 
le cholestérol de la diète augmente la transcription du gène chez le rat et la souris, tandis 
qu'il inhibe la synthèse de l'ARNm chez l'homme, les primates, le lapin et le hamster 
(Schwarz et al. 1998). L'activation de la transcription du gène chez le rat et la souris 
proviendrait d'une séquence promotrice sensible aux oxystérols. Toutefois, cette 
séquence promotrice serait absente chez l 'homme (Schwarz et al. 1998). La cholestérol 
7 alpha-hydroxylase pourrait être également régulée par un cycle de 
phosphorylationldéphosphorylation. En effet, des recherches montrent que la 
cholestérol 7 alpha-hydroxylase est active sous forme phosphorylée et inactive sous la 
forme déphosphorylée (Nguyen et al. 1996). 
Une deuxième voie de synthèse des AB, la voie de la 27-hydroxycholestérol, représente 
une alternative à la voie classique et est impliquée dans la synthèse des AB primaires, 
soit l'acide cholique et l'acide chenodeoxycholique. On identifie donc la voie classique 
comme la voie neutre ou microsomale et la voie alternative comme la voie acide ou 
mitochondriale (Agellon et Torchia 1999). Au cours de la réaction impliquant la voie 
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acide, il Y a oxydation des chaînes latérales et production du 27-hydroxycholestérol, 
catalysée par une enzyme mitochondriale de la famille du cytochrome P-450, la stérol 
27-hydroxylase (cyp27) (Cali et Russel 1991, Hofmann 1994). Le 27-
hydroxycholestérol est par la suite hydroxylé par l'enzyme oxystérol 7 alpha-
hydroxylase (cyp7b), et éventuellement transformé en AB (Schwarz et al. 1997, 
Schwarz et al. 1998). Il a été démontré que la production de 27-hydroxycholestérol 
aurait également un pouvoir d'inhibition sur la synthèse du cholestérol (Esterman et al. 
1983, Martin et al. 1997). Les mécanismes impliqués dans la régulation de ces effets 
biologiques ne sont pas clairement élucidés mais plusieurs évidences indiquent que les 
oxystérols produits par la 27-hydroxylation interrompent la production de «short-chain 
sterol responsive element binding proteins» (SREBPs). Ces dernières seraient 
responsables de la régulation des gènes impliqués dans la synthèse des AB (Sheng et al. 
1995). Cependant, d'autres recherches sont nécessaires afin de déterminer la 
contribution réelle de ces deux voies métaboliques d'hydroxylation des AB. 
3.2.3 Transport du cholestérol par les lipoprotéines 
Les phospholipides, les triglycérides, le cholestérol et les esters de cholestérol qui, 
circulent dans l'organisme sont liés par des liaisons non covalentes dans des complexes 
lipoprotéiques. Les lipoprotéines plasmatiques sont généralement des particules 
sphériques, composées d'une couche superficielle de phospholipides dont les acides 
gras sont orientés vers le centre. Ancrées dans cette couche superficielle se trouvent des 
molécules de cholestérol libre et de protéines, nommées apolipoprotéines. Des 
molécules d'esters de cholestérol et de triglycérides forment le noyau des particules 
lipoprotéiques. On peut classer les lipoprotéines en fonction de leur mobilité à 
l'électrophorèse et de leur teneur relative en lipides et en protéines. Mais généralement, 
elles sont classées en fonction de leur densité. Les lipoprotéines d'origine hépatique 
empruntent un circuit qui permet d'assurer la liaison entre le foie et les tissus 
périphériques. Selon le modèle classique, le foie produit et sécrète des lipoprotéines de 
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très faible densité (VLDL), LDL et HDL. Les lipoprotéines nouvellement sécrétées 
subissent alors l'action de nombreuses enzymes et acquièrent ou perdent des 
apoprotéines par échanges avec d'autres lipoprotéines. Les apoprotéines jouent un rôle 
crucial dans les activités de reconnaissance, de transfert ou catalytiques. 
Figures 10 et 11. Mécanismes de régulation de la HMG-CoA réductase et 
de la cholestérol 7alpha-hydroxylase. 
HMG-CoA 
réductaSe kinase 
(inactive) 
HMC....c..oA 
réductase 
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(tiré de Garrett et Grisham 2000) 
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Le foie et l'intestin sont les principaux lieux de la formation des lipides circulants. 
Dans le foie, plus précisément dans l'hépatocyte, les VLDL et les HDL sont 
principalement assemblées dans le réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi 
tandis que la sécrétion a lieu au niveau de la membrane sinusoïdale (Glickman et 
Sabesin 1994, Hamilton 1994). Les HDL sont également sécrétées à partir de l'intestin 
mais de façon moins importante (Marsh 1976, Wu et Windmueller 1979). 
Les VLDL ont comme fonction première de transporter les lipides provenant du foie 
vers les tissus périphériques. Sous l'action de la lipoprotéine lipase, les triglycérides 
sont hydrolysés et déposés dans les tissus périphériques. Ce processus convertit 
éventuellement les VLDL en LDL, qui déversent leur contenu en cholestérol dans les 
tissus avec l'aide des récepteurs apo BlE qui reconnaissent les lipoprotéines. Le foie est 
particulièrement riche en récepteurs apo BlE, ce qui lui permet de cataboliser 
efficacement les LDL (Dietschy et Spady 1986). 
Les HDL qui sont sécrétées par le foie sont présentes dans le plasma sous forme d'HDL 
naissantes (forme immature), èt vont se fixer à différentes surfaces tissulaires pour 
capter le cholestérol libre des cellules (Mahley et al. 1984, Miller et al. 1985). Ensuite, 
le cholestérol est estérifié parI'action de la lecithine cholestérol acyItransférase (LCAT) 
et transféré au noyau des HDL. Cette HDL mature et identifiée comme HDL2 peut 
alors être captée par le foie à l'aide de ses apoprotéines A et E qui sont reconnues par un 
récepteur hépatique spécifique des HDL (Steinberg 1996). D'ailleurs, le principal lieu 
de catabolisme des HDL est le foie (Hoeg et al. '1985). Le métabolisme des HDL est 
constitué à la fois d'un processus de synthèse et de dégradation. De façon simpliste, les 
HDL, avec la contribution des VLDL et LDL, forment donc un cycle qui permet de 
recueillir du cholestérol à partir des cellules, à l'estérifier et à faciliter son transfert 
jusqu'au foie qui le catabolise. Ces étapes constituent ce qu'on appelle le transport à 
rebours du cholestérol ou transport inverse du cholestérol (Glomset 1986). Également, 
l'augmentation du contenu en cholestérol hépatique provoquée par la capture des 
lipoprotéines par le foie, influence l'activité des trois enzymes clefs dans la régulation 
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du cholestérol hépatique; l'HMG-CoA réductase, l' ACAT et la cholestérol 7 -alpha-
hydroxylase. 
3.3 Effets des phospholipides de la diète 
C'est Gobley qui identifie la lécithine à partir du jaune d'oeuf vers la fin du XIX ième 
siècle. D'ailleurs, l'étiologie du mot lécithine vient du mot grec lekitos, signifiant jaune 
d'oeuf. Aujourd'hui, le mot lécithine désigne un ensemble de constituants 
phospholipidiques tels que PC~ PE, phosphatidylsérine, triglycérides, acides gras etc. 
Le terme lécithine est particulièrement utilisé dans le domaine de l'industrie 
alimentaire. Les phospholipides sont extraits surtout de la fève de soya, mais également 
des céréales de colza et de tournesol, ainsi que du jaune de l'oeuf. L'intérêt pour la 
lécithine de soya date depuis longtemps mais a augmenté au cours des 60 dernières 
années, notamment pour ses propriétés émulsifiantes. Plus récemment, on étudie 
l'utilisation de lécithine ou phospholipides alimentaires, intégrés à des traitements 
diététiques, afin d'expérimenter ses effets thérapeutiques potentiels. 
En effet, les résultats concernant le rôle préventif mais aussi curatif des phospholipides 
alimentaires se sont avérés très positifs. Au niveau de la nutrition préventive, les 
phospholipides alimentaires sont utilisés comme suppléments diététiques en regard à 
leur apport considérable en acides gras polyinsaturés, en plus d'être une bonne source 
énergétique. Les phospholipides alimentaires sont également employés à des fins 
thérapeutiques. Par exemple, plusieurs chercheurs se sont penchés sur le rôle potentiel 
d'un tel traitement diététique sur les fonctions cognitives (mémoire, raisonnement 
logique, démence sénile) par la stimulation de la synthèse de l'acétylcholine (Higgins et 
Flicker 2000, Zeisel 1995). 
3.3.1 Effets sur les fonctions hépatiques 
D'autre part, plusieurs recherches effectuées jusqu'à maintenant sont reliées au foie. La 
supplémentation de phospholipides dans la préparation liquide administrée aux 
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personnes alimentées à long terme avec la nutrition parentérale totale résorbe la stéatose 
hépatique (infiltration lipidique et dommages hépatocellulaires) qui avait été 
précédemment induite par une préparation sans supplémentation de phospholipides 
(Buchman et al. 1992). Plus précisément, la nutrition parentérale totale induit une 
baisse marquée de la choline plasmatique qui entraîne une augmentation des lipides 
hépatiques. Il a été proposé que cette augmentation soit causée par une diminution de la 
synthèse des PC qui mène à une incapacité du foie à sécréter les VLDL et une 
accumulation des triglycérides dans le cytoplasme de l'hépatocyte (Zeisel 1988, Zeisel 
1995b) tandis que d'autres chercheurs suggèrent que la stéatose serait plutôt induite par 
la diminution de l'activité de l'ACAT (Gerbes et al. 1987, Buchman et al. 1992). 
L'ajout de phospholipides dans la préparation rétablie à un niveau normal la choline 
plasmatique et résorbe la stéatose hépatique. Par ailleurs, des études menées par 
l'équipe de Lieber (1990) ont démontré que la lécithine de soya polyinsaturée atténue la 
fibrose hépatique induite par l'éthanol chez les babouins. De plus, la PC, constituant de 
la lécithine de la diète à près de 96%, serait la composante responsable de cette 
protection notamment par une augmentation de la dégradation des fibres de collagène 
(Lieber et al. 1994). Ces résultats intéressants ont eu pour effet de pousser davantage la 
recherche, dans le but de vérifier si et comment la lécithine alimentaire peut influencer 
les différents changements hépatiques induits a priori par la prise d'alcool. D'abord, 
ces recherches ont révélé que la polyenylphosphatidylcholine (PPC), un extrait de la 
lécithine riche en PC polyinsaturés, diminue l'hépatomégalie et l'accumulation de 
lipides au foie, des signes précoces de toxicité dus à l'éthanol (Navder et al. 1997). Les 
auteurs suggèrent que l'action bénéfique de la PPC soit causée, du moins en partie, par 
l'inhibition des perturbations mitochondriales induites par l'éthanol, celles-ci étant la 
diminution de l'oxydation mitochondriale de la carnitine-1-palmitoyl et de la dépression 
de l'activité de la cytochrome oxidase (N avder et al. 1997). D'autre part, la PPC 
atténue l'apoptose de l'hépatocyte induite par l'éthanol (Mi et al. 2000). Le mécanisme 
proposé agirait possiblem~nt par l'action antioxydante de PPC via une régulation 
négative sur l'induction par l'éthanol du cytochrome hépatique P-4502El. L'action 
bénéfique de la lécithine s'étend même jusqu'à l'intestin, où - elle prévient 
l'accumulation de collagène dans les tissus endommagés de rats souffrants de colites 
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par un mécanisme similaire à celui démontré par Lieber et al., c'est-à-dire en 
augmentant la dégradation des fibres de collagène (Mourelle et al. 1996). Par ailleurs, 
des diètes enrichies en différents gras et combinées à une supplémentation en lécithine 
de 5% de l'apport total ont été administrées chez des rats (Lechowski et al. 1999). 
S'attardant à l'aspect morphologique, cette étude démontre que de telles diètes 
diminuent l'accumulation de lipides dans les hépatocytes lorsque comparées à des 
diètes sans supplémentation de lécithine. 
Plusieurs diètes, notamment celles enrichies en différents types d'acides gras et/ou en 
cholestérol, ont été étudiées dans le but de déterminer leur influence sur la lipidémie du 
plasma et du foie. Dans le même ordre d'idée, les phospholipides alimentaires ont aussi 
intéressé plusieurs chercheurs qui ont entrepris l'étude des effets potentiels d'une telle 
diète sur les lipides plasmatiques. Cependant, l'ensemble des résultats qui ressort de 
ces recherches n'est pas très concluant, les conditions variant considérablement d'une 
étude à l' autre (espèce animale étudiée, différence dans la quantité de phospholipides 
administrés, composition de la diète, durée du traitement, etc). Certaines études 
démontrent que chez l'homme souffrant d'hypercholestérolémie, une diète enrichie en 
lécithine de soya s'avère bénéfique puisqu'elle cause une diminution du cholestérol 
plasmatique (Blaton et al. 1976, Simons 1978, Kesaniemi et al. 1986, Childs et al. 
1981), tandis que les résultats concernant d'autres recherches n'indiquent pas d'effet 
significatif (ter Welle et al. 1974, Greten et al. 1980). Chez les personnes en santé, la 
même controverse semble persister (Chi Ids et al. 1981, Cobb et al. 1980). Et, fait 
intéressant, Childs et collaborateurs (1981) rapportent que la lécithine alimentaire 
augmente le cholestérol des HDL plasmatiques. 
L'effet des phospholipides sur la cholestérolémie a également été étudié sur d'autres 
espèces animales. Chez les rats avec une cholestérolémie élevée, on remarque une 
diminution de cholestérol dans le plasma (Samochowiec et al. 1976, Imaizumi et al. 
1982, Jimenez et al. 1990), tandis que le cholestérol des HDL est augmenté (Jimenez et 
al. 1990, Iwata et al. 1993). L'augmentation du cholestérol des HDL plasmatiques est 
attribuée par certains auteurs à la hausse de l'activité de la lecithine cholestérol 
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acyltransférase, une enzyme impliquée dans l'estérification du cholestérol dans les HDL 
(Jimenez et al. 1990, Iwata et al. 1993). Par contre, chez les rats normolipidiques, il n'y 
a pas de consensus quant aux résultats obtenus (Clark et Small 1981, Polichetti et al. 
1996). D'autres espèces animales ont aussi été investiguées dont le singe et le hamster. 
Récemment, la lécithine de soya, administrée à ces deux espèces animales, a réduit le 
cholestérol plasmatique sans réduire le cholestérol des HDL. Les propriétés 
. antiathérogéniques attribuées à une diète enrichie en lécithine, telles qu'une diminution 
du cholestérol plasmatique, ne semblent pas être entièrement attribuables au contenu en 
acides gras linoléiques de la lécithine (Wilson et al 1998). 
Très peu d'études concernant l'effet des phospholipides alimentaires sur les lipides 
hépatiques, ainsi que les enzymes régulant le métabolisme du cholestérol ont été 
effectuées jusqu'à maintenant. O'Mullane et Hawthorne (1982) ont administré à des 
rats des diètes contenant 0.5% de cholestérol et enrichies de 6% de lécithine de soya 
purifiée à 98% pendant 6 semaines. Les résultats indiquent que l'activité de l'HMG-
CoA réductase n'est pas modifiée par cette diète. D'autre part, l'étude menée par 
Imaizumi et al. (1983) a démontré qu'une diète enrichie de 2% en PE (purifiée à 82%) 
augmente l'activité de l'HMG-CoA réductase tandis que celle enrichie de 2% en PC 
(purifiée à 96%) induit une hausse de l'activité mais qui n'est pas statistiquement 
significative. Il faut préciser que le nombre d'études traitant de ce sujet n'est pas 
significatif, et d'autres études sont requises afin de déterminer l'effet des 
phospholipides de la diète sur le métabolisme hépatique du cholestérol, notamment leur 
effet sur les trois enzymes clefs de la régulation du cholestérol. 
3.3.2 Effets sur la sécrétion des lipides biliaires 
La sécrétion des lipides biliaires est dépendante de celle des AB, comme discuté au 
point 1.6 du présent chapitre. Cependant, le rôle des phospholipides biliaires devient de 
plus en plus prédominant dans le processus de la sécrétion des lipides de la bile, soit par 
sa capacité de solubilisation ou par sa protection potentielle face aux structures 
impliquées dans la sécrétion biliaire. Dans ce contexte, certains chercheurs se sont 
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penchés sur l'influence de telles diètes sur la sécrétion des lipides biliaires. L'équipe 
menée par Gilat s'est particulièrement intéressée au rôle des phospholipides sur la 
solubilisation du cholestérol biliaire chez les rats et les hamsters. En parallèle, ces 
chercheurs se sont intéressés à l'influence des phospholipides alimentaires sur les 
lipides biliaires, et de façon plus particulière, sur la stimulation potentielle de la 
sécrétion des phospholipides biliaires. Ils rapportent qu'une diète enrichie de 5% de 
lécithine (purifiée à 90%) peut induire une modification des lipides biliaires, notamment 
une augmentation des phospholipides dans la bile (Peled et Gilat 1994). Par ailleurs, 
des recherches entreprises chez le rat par l'équipe de Chanussot, en collaboration avec 
nos laboratoires, ont révélé que la lécithine de soya, purifiée (96%) et non purifiée (20 
%), augmente la sécrétion des AB, des phospholipides et du cholestérol dans la bile 
(Polichetti et al. 1996). Cette augmentation des lipides biliaires pourrait provenir de la 
stimulation de la capture de la phosphatidylcholine des HDL par le foie. Malgré ces 
quelques incursions dans le domaine, très peu d'études ont été menées afin de 
déterminer l'effet de ce type d'intervention nutritionnelle sur la formation et la sécrétion 
des lipides biliaires. Néanmoins, les résultats mentionnés ci-haut donnent des 
indications claires quant à l'influence des phospholipides de la diète sur la sécrétion de 
la bile et des lipides biliaires. 
4. But de la présente étude 
Selon l'ensemble des études traitant des différents effets des phospholipides 
alimentaires, il semble que ce traitement diététique soit bénéfique et ce, pour plusieurs 
espèces animales étudiées. D'une part, l'augmentation des phospholipides biliaires par 
un tel traitement diététique s'avère très encourageant étant donné ses propriétés 
émulsifiantes et son rôle dans la vésiculation et la solubilisation du cholestérol dans la 
lumière canaliculaire. D'autre part, la diminution du cholestérol plasmatique, de pair 
avec la stimulation de la sécrétion biliaire du cholestérol, semble influencer 
l'homéostasie du cholestérol et favoriser l'excrétion du cholestérol vers la bile. 
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Par ailleurs, des études préliminaires effectuées par nos laboratoires ont confirmé les 
résultats mentionnés ci-haut à l'effet qu'une diète enrichie en lécithine de soya stimule 
la sécrétion de la bile, de même que la sécrétion des lipides biliaires, notamment celle 
du cholestérol biliaire (Rioux et al. 1994). Le traitement diététique administré à des rats 
était de très courte durée (3 jours) avec un enrichissement de 50% de lécithine de soya. 
De même, des expériences ont été faites avec la même diète mais dans des conditions 
impliquant l'infusion de doses croissantes de l'acide cholique (Rioux et al. 1994). Cette 
étude a révélé que suite à une stimulation du pool d'AB et des autres lipides biliaires, la 
diète enrichie en lécithine peut influencer le taux de sécrétion maximum des AB et, par 
le fait même, retarder et atténuer la cholestase induite par l'infusion d'acides biliaires. 
Ces observations, ainsi que les résultats de d'autres études précédentes (Yousef et al. 
1987, Bamwell et al. 1987), suggèrent que la lécithine alimentaire pourrait exercer son 
effet bénéfique par l'accroissement du pool de phospholipides hépatiques destiné à la 
sécrétion biliaire. De plus, l'inhibition partielle de la cholestase induite par les AB, 
ainsi que l'augmentation du taux de sécrétion maximum des lipides biliaires peuvent 
suggérer que le transport jusqu'à la membrane est accru, assurant un meilleur 
approvisionnement des molécules de PC à la membrane canaliculaire. Ainsi, cette 
dernière est davantage protégée contre l'effet détergent des AB. 
La lécithine alimentaire utilisée dans ces diètes est composée de différents 
phospholipides, dont un des principaux est la PC. Au cours de son absorption 
intestinale, la PC est transformée en lysophosphatidylcholine, acides gras et choline. La 
choline participe alors à la nouvelle synthèse de PC par la voie de la CDP-choline. 
Ainsi, cette composante de la lécithine pourrait augmenter le contenu hépatique en PC 
qui serait ensuite dirigé vers la bile. Cette hypothèse s'appuie sur une étude qui montre 
que l'enrichissement de la choline dans la diète augmente la PC biliaire provenant de la 
synthèse hépatique de novo (Robins et Arnrstrong 1976). 
Dans ce contexte, la présente étude vise, en premier lieu, à étudier le rôle de la choline 
alimentaire en lien avec les effets bénéfiques de la lécithine sur la formation de la bile. 
Ces travaux sont effectués dans des conditions de base et à la suite d'une infusion 
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croissante d'acide taurocholique. Au delà de ces observations, il est intéressant de 
vérifier de quelle façon les phospholipides alimentaires influencent les mécanismes 
impliqués dans l'homéostasie du cholestérol hépatique. Il est donc proposé, en 
deuxième lieu, d'évaluer les effets des phospholipides de la diète sur les lipoprotéines 
plasmatiques et les enzymes clefs régulant le cholestérol hépatique. En dernier lieu, le 
potentiel hépatoprotecteur des phospholipides alimentaires est étudié dans le modèle de 
la cholestase induite par l'acide taurolithocholique, un agent cholestatique qui altère le 
transport vésiculaire et la composition membranaire. 
Pour cette recherche, nous avons opté pour la souche de rat mâle Sprague-Dawley afin 
d'assurer une continuité avec les travaux précédents. La composition de la lécithine de 
soya employée au cours de ces travaux est la même que lors des études préliminaires, 
pour les mêmes raisons que mentionnées ci-haut. Toutefois, l'apport de la lécithine 
dans la diète est moindre (20%) et la durée du traitement diététique se déroule sur une 
plus longue période, soit de deux semaines. Notons que ce traitement diététique permet 
d'assurer un apport en lipides équivalent à 32% de l'apport calorique total. 
Ainsi, ce travail permet d'évaluer, par une supplémentation dans la diète, l'effet des 
phospholipides provenant de la fève de soya, particulièrement la PC et une de ses 
composantes, la choline, sur le métabolisme lipidique au niveau du plasma et du foie, 
ainsi que la sécrétion des lipides biliaires chez le rat. Dans le but de comprendre les 
mécanismes d'action responsables des changements lipidiques au niveau du foie, 
l'activité des enzymes responsables de la régulation de l'homéostasie du cholestérol 
hépatique ainsi que les lipoprotéines plasmatiques sont mesurées. Enfin, une protection 
hépatique potentielle d'un tel traitement diététique sur la cholestase intrahépatique 
induite par l'infusion de l'acide taurolithocholique est étudié. 
-, 
CHAPITRE 2. ARTICLE I 
The role of choline in the beneficial effects of lecithin on the secretion 
of biliary Iipids in rats 
Marie-losée LeBlanc, Victor Gavino, Aline Péréa, Ibrahim M Yousef, 
Emile Lévy, Beatriz Tuchweber 
Biochimica Biophysica Acta 1393 :223-234, 1998 . 
. '"'( '.'-r-:,: 
. '. 
THE ROLE OF DIETARY CHOLINE IN THE BENEFICIAL EFFECTS OF 
LECITHIN ON THE SECRETION OF BILIARY LIPIDS IN RATS 
Marie-Josée LeBlanc1 Victor Gavino1, Aline Pérea1, Ibrahim M, Yousef2,3, Emile 
Lévyl,3, and Beatriz Tuchweber l ,3* 
1 Department of Nutrition, Université de Montréal, Que., Canada, 
2Department ofPharmacology, Université de Montréal, Que., Canada 
3Unité de recherche en Nutrition-Gastroentérologie, Hopital Ste-Justine, Que., Canada. 
* Correspondence address: 
telephone number: 
fax number: 
Beatriz Tuchweber 
Succursale Centre~Ville 
Montreal, Québec 
Canada, H3C 317 
5143436393 
5143436103 
Key words: bile secretion, biliary lipids, dietary phospholipid, dietary choline, plasma 
cholesterol 
64 
Summary 
Earlier studies showed that dietary soybean lecithin increases biliary lipid secretion, 
which mainly cornes from the contribution of high density lipoprotein (HDL) and 
hepatic microsomal pools of phosphatidylcholine and cholesterol. In addition, a lecithin 
diet enhances bile secretion and prevents bile acid-induced cholestasis. This study 
evaluated the contribution of choline, a component of lecithin, to the observed effect of 
lecithin on biliary secretory function. Rats were fed either a control diet (CD), a choline 
diet (ChD) or a lecithin-enriched diet (LD) for two weeks. Results showed that like LD, 
the ChD induced an increase in bile flow and bile acid secretion rate when compared 
with the control diet. However, unlike the LD, the ChD did not significantly increase 
biliary phospholipids and cholesterol output. An increase of hydrophilic bile acids (i.e. 
ursodeoxycholic and muricholic acids) in 'bile. of rats fed with choline could explain why 
the biliary phospholipid and cholesterol secretion was not increased. During taurocholic 
acid infusion, both experimental diets increased bile flow and the bile acid secretion rate 
maximum (BASRm). The cholestasis usually observed after the BASRm is reached, 
was inhibited by the ChD and the LD. Both diets induced a decrease in plasma 
cholesterol (total and HDL), however, only the LD induced statistically significant 
changes. Analysis of total cholesterol and phospholipid content of microsomes and 
canalicular membranes indicated no statistically significant difference between control 
and experimental groups, either under basal conditions or after bile acid infusion. 
Similarly, the phospholipid classes and fatty acid composition of biliary 
phosphatidylcholine were not altered by feeding ChD and LD. We conclude that choline 
contributes to the beneficial effect of a lecithin diet on bile secretion. It is postulated 
that this effect may be attributed to modulation of HDL and an enhancement of the 
cholesterol and phospholipid pools destined for biliary secretion . 
.... , ~ ... 
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INTRODUCTION 
The biliary secretion of lipids (bile acids, phospholipids and cholesterol) is critical for 
cholesterol homeostasis and dietary fat absorption in the small intestine. Under 
physiological conditions, bile acids regulate the secretion of phospholipid and 
cholesterol in bile [1,2]. The bile acid hydrophobicity is one of several factors that 
seems to be an important determinant of the biliary lipid secretion rate [3]. 
Biliary phospholipids consist of up to 90% phosphatidylcholine containing 
predominantly sn-1 palmitic acid and sn-2 linoleic acid phosphatidylcholine, suggesting 
the existence of a specifie hepatic sub-pool of phosphatidylcholine destined for bile 
secretion [4,5]. This pool of phosphatidylcholine in microsomal membranes seems to 
be recruited for secretion in bile and modulated by the flux of bile acids in the liver [6-
7]. Recent studies showed that in rats, biliary phosphatidylcholine may be derived not 
only from the preformed hepatic microsomal pool but also from an extrahepatic source, 
the circulating lipoproteins mainly high density lipoproteins (HDL) [8,9]. Newly 
synthesized phosphatidylcholine only contributes a small percentage to biliary 
phosphatidylcholine [10]. 
Feeding rats pure or semi-purified soybean lecithin was shown to lower plasma 
cholesterol [11-13] by a mechanism related to enhanced.biliary lipid secretion and bile 
formation [14,15]. Recently, we showed that this increased lipid in bile is derived from 
hepatic microsomal pools and from phosphatidylcholine and cholesterol contained in 
HDL, giving further support for the important role of HDL in the modulation of lipid 
output in bile [9,15]. Soybean lecithin-enriched di et can also prevent intrahepatic 
cholestasis induced by cholic acid infusion [14]. When bile acids are infused by I.V. in 
rats in increasing amounts, a maximum hepatic transport capacity called the bile acid 
secretory rate maximum (BASRm) is reached, after which bile formation and lipid 
output are markedly impaired (cholestasis). Earlier studies indicated that dietary 
lecithin could exert its beneficial effect by expanding the hepatic phosphatidylcholine 
pool destined for bile [7,16,17]. 
Dietary lecithin is extensively metabolized into lysolecithin, fatty acids and choline, 
which raises the question of the contribution of choline to the enhanced biliary lipid 
output and bile formation induced by lecithin. Data show that 60 to 85% of the 
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phosphatidylcholine in the liver is synthesized via the cytidine diphosphate-choline 
(CDP-choline) pathway with the remainder coming from methylation of 
phosphatidylethanolamine [18]. 
The present study examined the role of dietary choline in the beneficial effects of 
lecithin in bile formation. Comparative effects of diets enriched in lecithin and free 
choline were studied in rats under basal conditions and with taurocholate-induced 
cholestasis. 
MATERIALS AND METHODS 
Animais and diets 
Male Sprague-Dawley rats (Charles River, St. Constant, Quebec, Canada) weighing 
170-200 g were randomly separated into three groups: a control group fed a 16% 
polyunsaturated triacylglycerol-enriched diet containing sunflower-seed oil, referred to 
as the control di et (CD); a group fed a 16% polyunsaturated triacylglycerol-enriched 
diet containing in addition 4% free choline (ChD); or a group fed a 20% semi-purified 
soybean lecithin diet (LD). This study did not include a group fed basal diets (10% fat, 
choline included), since we showed in earlier work [14] that bile flow and biliary lipid 
secretion were similar in groups fed basal and control diets. Diet composition is given 
in table 1. A detailed composition including phospholipid and fatty acid composition 
was published elsewhere [14]. The diets were stored at 4°C and fresh supplies were 
given to the rats daily for two weeks. Tap water was given ad libitum. All rats were 
housed in a standard environment, in which temperature was maintained at a constant 
22°C with a 12 h lightldark cycle. 
Experimental procedures 
Two experimental series were carried out after feeding the various diets during 14 days. 
In the first series (basal conditions), on the 15th day, the bile duct was cannulated with a 
PE 10 catheter while rats were anaesthetized with sodium pentobarbital (48 mg/kg bw). 
Bile was collected on ice in pre-weighed tubes for 60 minutes in 30 minutes aliquots. 
Body temperature was maintained at 37°C, using a rectal probe coupled to a 
thermostatically controlled heat lamp. Biliary lipids were extracted immediately after 
. .or .-.... : 
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bile collection, and extracts kept at -80CC until analyzed. Bile flow was detennined 
gravimetrically, assuming a density of Ig/ml. After the last bile collection, blood was 
obtained from the abdominal aorta with a heparinized syringe and the liver was perfused 
with physiological saline solution (0.9% NaCI) via the portal vein. 
A portion of liver was taken for lipid analysis and the remaining was used to obtain 
microsomes and cell membrane fractions enriched in bile canalicular complexes. Liver 
cell membrane fractions enriched in canalicular complexes were prepared by 
discontinuous sucrose gradient ultracentrifugation according to procedures developed by 
our laboratory [16]. Microsomes were obtained according to a previously described 
method [16]. The relative purity of the membrane preparations was assessed by 
measuring the activities of glucose-6-phosphatase (EC 3.1.3.9) as a microsomal marker, 
and leucine aminopeptidase (EC 3.4.11.1) as a canalicular marker [16]. The relative 
specific activities (membrane/homogenate activity) of membrane marker enzymes, and 
the membrane protein recovery were similar in aIl groups. Before sacrifice, livers of 3 
rats per group were processed for electron microscopy examination, as previously 
described [19]. Pieces were dehydrated in a graded ethanol series and embedded in 
Araldite. Semithin sections were cut and stained with toluidine blue for light 
microscopy examination and ultrathin sections were cut and stained with uranyl acetate 
and lead citrate. 
In the second experimental series, bile acid transport and secretion during taurocholic 
acid infusion were stlidied after 2 weeks of dietary intervention. The model consisted of 
the following procedures: on the fifteenth day, rats were anaesthetized with sodium 
pentobarbital (48 mglkg bw) and a PE 50 catheter was inserted into the right internaI 
jugular vein. The common bile duct was also cannulated and the bile collected for 60 
minutes in 30 minutes aliquots to substantially deplete the endogenous bile acid pool. It 
was followed by the infusion of2 ml of3,5% albumin in 0,45% NaCI solution over a 30 
minute period into the vein, and bile samples were collected every 15 minutes to assess 
basal bile fonnation. Taurocholic acid was dissolved in albumin-saline solution and 
infused in stepwise increasing doses, that is 1, 2 and 3 Jlmol/min per 100 g body weight. 
Taurocholic acid C14 (Dupont; 50 JlCilJlmol) was used as tracer. Each dose was infused 
. ~r ~ ... 
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for 30 minutes and bile samples were collected every 10 minutes. Control groups 
consisted of animaIs infused with the albumin-saline solution alone. 
Assay techniques 
The total cholesterol, HDL-cholesterol fraction and triacylglycerollevels in plasma were 
measured as previously described [20] with kits supplied by Boehringer-Mannhein. The 
phospholipid phosphorous was assayed by phosphorous analysis with the Bartlett 
method [21]. The choline in plasma was measured by an enzymatic method using 
phospholipase B, with a kit supplied by Wako, Richmond, VA, USA. 
Total lipids in liver were measured gravimetrically, after extraction according to the 
technique of Folch et al [22]. Total and free cholesterol determinations in liver 
homogenates as well as phospholipid and triacylglycerol analysis were carried out after 
extraction by the Bligh and Dyer technique, as above [23]. The cholesteryl ester was 
calculated as the difference between total cholesterol and free cholesterol. Total biliary 
bile acids were assessed by using the enzyme 3alpha-hydroxysteroid dehydrogenase 
(Sigma, St-Louis, MO, U.S.A) [24] and by the measure of total radioactivity (liquid 
scintillation counting) derived from taurocholic acid C14• The profile of bile acid was 
evaluated by gas liquid chromatography as before [25]. Biliary cholesterollevels were 
measured with a kit supplied by Boehringer-Mannhein while phospholipids were 
determined as above. 
The phospholipid species in bile were separated by thin-layer chromatography [26] and 
phospholipids determination was performed by phosphorous analysis with the Bartlett 
method [21]. The percent distribution of fatty acids in phosphatidylcholine was 
evaluated by gas-liquid chromatography after direct transesterification [27]. 
Bile canalicular membrane fractions and microsomes were analyzed for protein 
according to the method of Lowry et al [28]. The total phospholipid and cholesterol 
content in membranes was determined as for bile in the lipid extracted by the method of 
Bligh and Dyer [22]. Fluidity of membranes was assessed by the technique of 
fluorescence polarization, with a Shimadzu spectrofluorometer equipped with a 
polarization attachment, according to techniques previously described [29,30]. 1,6-
~( ..... : 
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diphenyl-l,3,5-hexatriene was used as the fluorescent probe. Measurements were 
performed at 37°C. 
Statistical methods 
Statistical significance was determined by analysis of variance (ANDV A), and F values 
lower than 0.05 considered to be significant. Comparisons between groups were done 
with Duncan's test, where a p value lower than 0.05 was found to be significant. 
RESULTS 
Food intake, body and liver weights 
The consumption of food (average: 15 glday) and the number of calories ingested 
(average: 107/day) were comparable in rats of all groups (results not shown). The 
average of body weights was 242 ± Il g and the livers weighed on average 3.70 ± 0.08 
gllOO g body weight. No significant difference between the various groups was 
observed (results not shown). 
First experimental series 
Plasma lipid levels 
Figure 1 shows the pattern of change in plasma lipids at 1, 7 and 14 days of dietary 
intervention. The total cholesterol and HDL-cholesterol levels were decreased in rats 
fed the ChD and LD on day 7 and 14. However, when compared to the control diet, the 
difference was statistically significant only for LD. The cholesterollHDL-cholesterol 
ratio was not significantly affected by the different diets. When compared to the control 
group, the lecithin diet increased plasma triglycerides on day 7, while two weeks later, 
no significant difference was observed between the three groups. 
Plasma choline concentration 
As expected, feeding choline and lecithin-enriched diets led to an increase in the total 
plasma choline level (2.00±0.04 and L70±0.06 /lM respectively), compared to the 
control diet (1.40±0.05 /lM). 
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Hepatic lipid content 
As shown in Table 2, the total lipid concentration, as weIl as triacylglycerols and 
cholesteryl esters contents were significantly lower in rats fed the LD compared to 
control and ChD groups. The free cholesterol content increased in LD rats but changes 
were not statistically significant. The cholesteryl ester and phospholipid contents were, 
however, significantly increased by ChD. 
Bile flow and biliary lipid secretion 
Table 3 shows the spontaneous bile flow and biliary lipid secretion, after one hour of 
bile collection. The LD significantly increased bile flow by 25%, biliary bile acids and 
phospholipids by 61 % and 90%, respectively, when compared to the control di et. The 
cholesterol secretion rate was also significantly increased (180% and 238%) compared 
to the control diet and ChD respectively. Bile flow as weIl as bile acid secretion rates 
were also significantly higher in the ChD group than in the control group. However, 
choline feeding resulted only in a tendency for higher phospholipids secretion, and the 
cholesterol output was unchanged. The cholesterollbile acid ratio was lower in the ChD 
when compared to other diets (cholesterollbile acid: 0.05±0.02 compared to 0.09±0.03 
and 0.10±0.02 for control di et and LD respectively), while the phospholipidslbile acid 
ratio was unchanged between three groups. 
The bile acid profile in the bile of rats from three groups is shown in Table 4. Cholic 
acid was the main bile acid in aIl groups. However, compared with control and LD 
diets, a significant increase in the % contribution of ursodeoxycholic and muricholic 
acids, (particularly fi muricholic acid), was observed in the ChD group. This increase 
was associated with a significant decrease in % contribution of cholic acid. The lecithin 
diet induced a significant increase in the % contribution of deoxycholic acid, which 
could partly explain the enhanced biliary phospholipid and cholesterol output observed 
with this diet. 
. ~ r ... ,..". 
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Light and electron microscopy 
By light microscopy, liver sections of rats fed control and choline enriched diets showed 
a moderated lipid droplet accumulation mainly in the periportal zone. No other 
abnormality was seen. By contrast, the livers of animaIs fed the LD showed few lipid 
droplets (Figure 2). Electron microscopy corroborated the decrease in lipid droplet 
accumulation by LD feeding. The bile canalicular area including Golgi complex as weIl 
as hepatocytic ultrastructure appeared normal in aH groups (not illustrated) 
Second experimental series 
Bile formation and biliary lipid secretion during bile acid infusion 
Figure 3 shows the effects of feeding choline and lecithin enriched diets on bile output 
and hepatic transport of bile acids during taurocholic acid infusion. As anticipated, 
when taurocholic acid was infuse d, the bile flow began to decrease; by the end of 
infusion, it was significantly lower than during the basal period (cholestasis) in the 
control group. Both lecithin and choline supplementation increased the secretion of bile 
and biliary bile acids (Fig. 3). The BASRm (the average of the 3 highest consecutive 
values) for the LD and ChD groups, respectively 322±79 and 343±82 nmol/minlg liver, 
were significantly elevated when compared to the CD group (204±35 nmol/minlg liver). 
Figure 4 illustrates that following bile acid infusion, biliary cholesterol secretion 
increased, and subsequently decreased in aIl three groups. The lecithin diet induced a 
higher cholesterol secretion (p<O.OOI) compared to controls. Unlike the bile flow, as 
weIl as bile acid and phospholipid secretion rates, the biliary cholesterol in rats fed the 
choline diet was not statistically different from those fed the control diet. 
Biliary phospholipids, phospholipid classes and total fatty acid composition 
The biliary output of phospholipids, biliary phospholipid classes and total fatty acid 
composition are shown in Figure 4 and Table 5. The phospholipids secretion rate 
increased with the bile acid infusion to reach a maximum before the BASRm. 
72 
Thereafter, phospholipid output decreased, but at aU times, the phospholipid secretion in 
ChD and LD groups was significantly higher than in the CD. In the control group, 
whether under basal conditions or after taurocholic acid infusion, the major biliary 
phospholipid was phosphatidylcholine and the principal fatty acids were palmitic acid 
(16:0) and linoleic acid (18:2). The phospholipids or fatty acid distribution in the 
experimental groups did not differ markedly from control with the exception of the 
contribution of 18:1 which was significantly lower in the LD during the basal period. It 
should be noted that control groups (Le., given the vehicle of taurocholic acid) were 
included in the series receiving taurocholic acid infusions. The data for biliary lipid 
content and composition were similar to those obtained during the basal period (prior to 
taurocholate infusion), and therefore only results from the basal period are shown. 
Membrane lipid composition and fluorescence polarization 
Table 6 shows that, during the basal period, the phospholipid and cholesterol content, as 
weIl as the cholesterol-to-phospholipid ratio and the fluorescence polarization of 
canalicular and microsomal membrane fractions were not significantly differenfbetween 
rats fed the CD, ChD, and LD. However, in the bile acid infused rats, the membrane 
phospholipid content, particularly in the bile canalicular membranes, decreased (and the 
cholesterol/phospholipid ration consequently increased), but differences did not reach 
statistical significance. The lipid content and fluorescence polarization of membranes 
from rats fed diets enriched in lecithin or choline did not differ from control rats. 
DISCUSSION 
The present study clearly demonstrated that feeding a choline-enriched diet enhanced 
spontaneous bile secretion and the maximum transport of bile acids, and thus reduced 
the cholestatic effects of high bile acid concentrations. Thus, the beneficial effects of 
diets enriched in lecithin may be attributed to choline, one of the components of 
lecithin. Choline also led to reduced levels of total cholesterol and HDL-cholesterol in 
plasma, but differences from controls did not prove to be statistically significant. Since 
our semi-purified lecithin preparationcontained about the same amount of 
73 
phosphatidylcholine and of phosphatidylethanolamine, part of the plasma lowering 
effect of lecithin may be attributed to this phospholipid [13, 32]. Other 
microcomponents of the lecithin preparation, such as plant sterols, may have additional 
effects on plasma cholesterol [33]. 
Earlier work from this laboratory has provided evidence that a hepatic phospholipid pool 
destined for bile may modulate the bile flow and the bile acid output in bile [16]. 
Moreover, the enhancement of bile formation by diets enriched in phospholipids was 
explained by the greater availability of exogenous biliary phospholipids [14]. Biliary 
phospholipids are mainly ·composed of phosphatidylcholine (about 90%) of a specific 
molecular species. Studies of the origin of biliary phosphatidylcholine have provided 
evidence that it may be derived from preformed pools in microsomes and from a small 
newly synthesized pool ofphospholipids in hepatocytes [7,10]. Another major source of 
biliary phospholipids may be the circulating lipoproteins. In rats, we showed that HDL 
contributes about 38% of the total biliary phosphatidylcholine [9]. More recent work 
indicated that dietary lecithin may stimulate uptake of HDL-phosphatidylcholine by the 
liver as well as the release of phosphatidylcholine from neosynthesized and preformed 
pools in microsomes, these mechanisms contributing to the higher phosphatidylcholine 
output in bile [15]. There are few studies on the contribution of dietary choline to biliary 
lipid secretion and it is difficult to compare the present findings to previous work 
[31,34], as experimental conditions differ considerably. However, it seems that the 
magnitude of biliary phospholipid secreted is dependent on biliary phospholipid 
synthesis, which is regulated by dietary choline content, and of biliary bile acid 
composition [34]. In the present work, choline feeding resulted in higher hepatic 
phosphatidylcholine content. However, it may be that its contribution to the 
phosphatidylcholine biliary pool is not increased to the same extent that it is with 
lecithin. Altematively, the mobilization of the pool and the proteins involved in 
phosphatidylcholine transport and secretion in bile may be modulated to different 
extents by the diets. Recent studies have suggested the involvement of proteins in the 
process of bile acid-induced biliary lipid secretion [35, 36]. There is clear evidence that 
a P-glycoprotein encoded by the mdr2 gene may be implicated in phospholipid transport 
across the canalicular membrane [37,38]. Therefore, it may be suggested that a lecithin 
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enriched di et could enhance expression of the mdr2 gene, inducing greater mobilization 
of hepatic lipids destined for bile. Interestingly, in choline fed rats, the secretion of 
hydrophilic bile acids was increased. Thus, the lower biliary lipid secretory rate, 
compared to the LD group, seen under basal conditions, may be attributed to the less 
detergent properties of secreted bile acid on membranes [2, 41]. 
Following infusion of increasing amounts of bile acids, both choline and lecithin rich 
diets resulted in similar enhancements of bile flow and of bile acid transport. Also, the 
total biliary phospholipid output at the BASRm period was higher in the choline and 
lecithin groups than in controls. By the end of bile acid infusion, the total phospholipid 
secreted was 1138 ± 140 nmol and 945 ± 242 nmol in LD and ChD, respectively, 
compared to 624 ± 140 nmol in the control group, indicating greater availability of 
phosphatidylcholine for biliary secretion. 
The analysis of hepatic lipids provides sorne information on the distribution of various 
lipids in total liver, microsomes, and canalicular plasma membranes in relation to the 
lipid secretion in bile. Both choline and lecithin fed rats showed higher total hepatic 
uptake and new synthe sis of phosphatidylcholine via the CDP choline pathway. Only 
lecithin significantly lowered the hepatic triacylglycerols content, and decreased lipid 
droplet accumulation in hepatocytes, indicating that fat accumulation cannot be solely 
attributed to choline deficiency. The beneficial effect of lecithin may be attributed to 
greater mobilization of hepatic lipids destined for bile. Neither dietary intervention 
significantly affected either the phospholipid or cholesterol content of microsomes and 
canalicular membranes, or membrane microviscosity. This is explained by the 
observation of the rather low contribution of exogenous phosphatidylcholine to plasma 
membranes and microsomes in the liver. Previous work has demonstrated that under 
basal conditions, plasma membrane phosphatidylcholine contributes less than 10% to 
phospholipid secretion in bile [39]. This phospholipid, which is thought to be derived 
from the solubilization of specific membrane do mains [40], is very rapidly replaced by 
phospholipids from a specific biliary pool. As observed under basal conditions, the lipid 
microsomal and plasma membrane composition did not change significantly during 
infusion of taurocholate in both lecithin and choline groups, when compared to controls. 
Also, the biliary phospholipid and fatty acid~omposition of phosphatidylcholine were 
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unaltered by the dietary interventions. In conclusion, diets enriched in lecithin or 
choline exert a beneficial effect against bile acid-induced cholestasis. It is suggested that 
this beneficial effect may be mainly mediated by an increased availability of preformed 
biliary phospholipid, and its greater mobilization through enhanced expression of 
translocator proteins involved in bile acid-induced biliary lipid secretion. A very recent 
report [42] indicates that the genetic background in inherited types of cholestasis (e.g., 
Byler's disease) may be a defect in genes playing a direct or indirect role in canalicular 
transport. This raises the possibility of overcoming such a defect by modulation of 
hepatic phosphatidylcholine mobilization by lecithin. 
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Figure legends 
Figure 1. 
Plasma concentrations of Tg, cholesterol, HDL-cholesterol and cholesterollHDL-
cholesterol ratio in rats fed control diet (CD), choline-enriched (ChD) and lecithin-
enriched diet (LD). Differences were analyzed by ANOV A test and are significant at P 
<0.05 
* : different of CD at the same day. 
Figure 2. 
Light microscopy of liver sections in rats fed control diet (top), choline-enriched diet 
(middle), and lecithin-enriched diet (bottom). Note that in the LD group, there is a 
decrease of lipid droplets (LD). 
X 400. 
Figure 3. 
Effect of feeding a control diet, choline-enriched (ChD) and lecithin-enriched (LD) diet 
on bile flow and bile acid secretion during taurocholic acid infusion. Results are 
expressed as means ± SD of 12 animaIs per group. Differences were analyzed by 
ANOV A test and are significant at P < 0.05 
* : different of control di et 
Figure 4 
Effeet of feeding a control diet, choline-enriched (ChD) and lecithin-enriehed (LD) diet 
on biliary phospholipid and cholesterol secretion rates during taurocholic acid infusion. 
Results are expressed as means ± SD of 12 animaIs per group. Differences were 
analyzed by ANOV A test and are significant at P < 0.05 
*: different of control diet 
. Table 1 
Composition of diet. 
Control diet Choline-enriched Lecithin-enriched 
diet diet 
Ingredients g!Kg food 
Casein 197 197 197 
Methionine 3 3 3 
Sucrose 185 172 172 
Dextrose 186 172 172 
Dextrine 185 172 172 
Vitamin mixture 10 10 10 
Mineral mixture 40 40 40 
Agar 34 34 34 
Triacylglycerolsa 160 160 
. 
Lecithin granules b 200 
Cholinec 40 
a: Triacylglycerols: Becel™ margarine made from 87% sunflower oil and 13% vegetable oils. 
b: Lecithin granules, Sigma (St-Louis, MO) from soybeans contained 22 % total 
phosphoIipids, whose 11 % was phosphatidylcholine, and 78% triacylglycerols. 
C : Choline bitartrate, ICN Biomedicals Inc. 
Details of the diet, as phospholipid and fany acid composition of control and lecithin diets, 
have been published before [14]. 
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Table 2 
Hepatic lipid concentration in rats fed control diet (CD), choline (ChD) and lecithin-
enriched diets (LD). 
Parameters CD 
Total Iipids 252±3 
p.g1mg prote in 
Triacylglycerols 32.0 ± 1.0 
nmoUmg protein 
Free cholesterol 18.0 ± 2.0 
nmoUmg protein 
Cholesteryl esters 8.0 ± 0.4 
nmoUmg protein 
Phospholipids 138 ± 8 
nmoVmg protein 
Values are means ± SEM of 4 rats per group. 
ap >0.05 compared to CD. 
bp > O.OS compared to CbD. 
cp >O.05 compared to LO. 
ChD LD 
254 ± 2 177 ± 2ab 
29.5 ± 0.3 19.3 ±O.~ 
18.0 ± 0.4 23 .. 0 ±2.0 
11.0 ± o:r ab 5.0 ± 0.6 
200 ± SIC 165 ± 6 
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Table 3 
Bile flow and biliary lipid secretion rate during 1 hour collection in rats fed control di et 
Choline diet, and lecithin-enriched di et 
Parameters Control diet Choline diet Lecithin di et 
Bile flow 1.2 ± 0.2 1.5 ± 0.3 a 1.4 ±0.1 a 
~l/minl glliver 
Bile acid 12.3 ± 1.9 19.0 ± 9.0 19.6 ± 3.4a 
Nmol/minlglliver 
Phospholipids 4.1 ± 0.9 5.3±1.4 7.6 ± 2.4b 
Mmol/minlg liver 
Cholesterol 1.1 ± 0.3 0.8 ± 0.1 1.9 ± O.3b 
Mmol/rninlg liver 
Values are means ± SEM of 11-15 rats per group 
A : p < 0.05 compared to control group 
B : p < 0.05 compared to control and choline groups 
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Table 4 
Percent or bile aad composition or bUe ln rats fed control diet (CD), c:holine-enriched diet 
(CbD) or lecithin-enric:hed diet (LD). 
Bile acid CD CbD 
Lithocholie acid 8.5 ± 1.1 1.1 ± 0.3 
Deoxycholie acid 5.0 ± 2.4 7.1 ± 1.0 
Chenodeoxycholie 11.4 ± 3.0 11.2 ± 2.7 
8Cid 
Cholie acid 64.6 ± 6.2 41.7 ± 1.1" 
Ursodeoxycholic ND 11.5 ± 0.8 ac 
acid 
Ct Murieholic acid 8.3 ± 2.1 12.2 ± 1.3
c 
~ Muricholie acid 2.2 ± 0.9 9.6 ±l.4
ac 
Others ND 5.7 ± 3.0 
Values are means ±SEM of 34 rats per group. 
Others refer to bile acid that could not be identified by their retention time. 
ND = not detectable. 
ap>O.OS compared to Control diet. 
bp >O.05 compared to CbD. 
cp >O.05 compared to LD. 
ID 
4.4 ± 2.2 
ab 14.0 ± 3.0 
10.3 ± 1.7 
55.2 ± 7.6 
1.4 ± 1.4 
6.5 ± 2.3 
0.6 ± 0.5 
7.7 ± 6.0 
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Table 5 
Biliary phospholipid (PL) classes and total fatty acids (FA) composition of phosphatidylcholine (PC) during basal period and 
after taurocbolic acid infusion. 
Basal period After TCA infusion 
PL classes (%) CD LD ChD CD LD ChD 
PC 81.0 ± 8.0 80.0 ± 14.0 83.5 ± 8.8 79.0 ± 10.0 78.0 ± 6.0 76.0 ± 15.0 
LysoPC 9.5 ± 4.9 6.0 ± 2.0 8.0 ± 4.0 10.0 ± 8.0 10.0 ± 3.0 7.0 ± 4.0 
PE 3.0 ± 3.0 7.0 ± 5.0 3.0 ± 3.0 4.0 ± 2.0 5.0 ± 3.0 7.0 ± 10.0 
SPH 4.0 ± 3.0 7.0 ± 9.0 3.0 ± 3.0 6.0 ± 4.0 4.0 ± 2.0 7.0 ± 5.0 
Others 2.0 ± 3.0 0.6 ± 0.4 1.5 ± .1 2.0 ± 2.0 2.0 ± 2.0 2.5 ± 2.9 
FA composition 
, 
16:0 56.0 ± 9.0 47.0 ± 7.0 52.0 ± 5.0 48.0 ± 5.0 47.0 ± 5.0 48.0 ± 5.0 
18:0 12.0 ± 2.0 10.0 ± 2.0 12.0 ± 1.0 13.0 ± 4.0 14.0 ± 1.0 10.0 ± 3.0 
18:1 5.0 ± 1.6 1.4 ± 0.2 a 3.0 ± 2.0 2.0 ± 0.3 1.0 ± 0.7 3.5 ± 2.0 
18:2 19.0 ± 6.0 29.5 ± 5.0 18.5 ± 3.0 23.5 ± 5.0 24.0 ± 3.0 18.0 ± 8.0 
20:4 6.5 ± 2.0 10.0 ± 3.0 13.0 ± 3.0 12.0 ± 0.7 11.5 ± 3.4 17.0 ± 7.0 
Others 2.5 ± 0.9 2.4 ± 0.7 2.5 ± 0.3 1.5 ± 0.5 2.0 ± 0.6 3.7 ± 0.8 a 
Values are means ± SEM of 3-8 rats per group. Others refer to phosphatidylinositol and phosphatidylserine for PL classes as weil i 
as 14:0 and 16: 1 for FA composition. SPH; sphingomyeline PE; phosphatidylethanolamine. LysoPC; lysophosphatidylcholine. 
8p <0.05 compared to CD group. 
00 
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Table 6 
Cholesterol, Phospholipid content, cholesterol/phospholipid ratio and fluorescence polarization of membranes in rats fed 
control diet (CD), Choline-enriched diet (ChD) and Lecithin-enriched diet (LD) during basal period and after taurocholfc 
acid infusion. 
Cholesterol 
omollmg/protein 
Groups M BCM 
During basal period 
CD 41 ± 1 272 ± 32 
ChD 40 ± 10 220 ± 43 
LD 36 ± 10 249 ± 32 
After taurocholic acid infusion 
CD 
, 
36 ± 7 292 ± 48 
ChD 34 ± 19 246 ± 23 
, 
LD 29 ± 8 287 ± 59 
Values are means ± SEM of 4 rats per group. 
M: Microsomes. 
BCM: Bile canalicular membrane. 
Phospholipids CholesterollPhospholipid Polarization 
omol/mg protein ratio 
M BCM M BCM M BCM 
504 ± 36 634 ± 89 0.08 ± 0.01 0.4 ± 0.1 0.086 ± 0.009 0.193 ± 0.009 
447 ± 171 608 ± 144 0.09 ± 0.02 0.4 ± 0.1 0.109 ± 0.011 0.197 ± 0.009 
520 ± 106 659 ± 73 0.07 ± 0.01 0.4 ± 0.03 0.120 ± 0.007 0.194 ± 0.010 
394 ± 63 469 ± 139 0.09 ± 0.01 0.7 ± 0.02 0.107 ± 0.007 0.208 ± 0.010 
418 ± 49 473 ± 79 0.08 ± 0.03 0.5 ± 0.1 0.117 ± 0.005 0.202 ± 0.007 
448 ± 66 520 ± 104 0.07 ± 0.02 0.6 ± 0.1 0.121 ± 0.003 0.206 ± 0.010 
00 
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Figure 2. Light microscopy ofliver sections in rats fed control diet (top), 
choline-enriched diet (middle), and lecithin-enriched diet (bottom). 
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Abstract 
Dietary lecithin can stimulate bile formation and biliary lipid secretion, particularly cholesterol 
output in bile. This effect was associated with decreased hepatic cholesteryl ester and 
triglycerides content, which suggested that the lecithin-rich di et could modify hepatic cholesterol 
regulatory enzymes and lipoprotein metabolism. Therefore, we examined hepatic activities of 3-
hydroxy-3 methylglutaryl coenzyme A reductase "HMG -CoA reductase", cholesterol 7a-
hydroxylase and acyl-CoA: cholesterol acyltransferase "AC AT" as weIl as plasma lipids and 
lipoprotein composition in rats fed diets enriched with 20% of soybean lecithin during 14 days. 
We also evaluated the content of hepatic canalicular membrane proteins involved in lipid 
transport to the bile (aIl P-glycoproteins as detected by the C 219 antibody and the sister of P-
glycoprotein "spgp" or bile acid export pump) by Western blotting. As predicted, lecithin diet 
modified hepatic cholesterol homeostasis. The activity of hepatic HMG-CoA reductase and 
cholesterol 7a-hydroxylase was enhanced by 30 and 12 % respectively. By contrast, microsomal 
AC AT activity showed a dramatic decrease of 75% which was associated with lower cholesterol 
content and increase of microsomal membrane fluidity. As previously reported from ACAT 
inhibition, the plasma Ievel and size of very low density lipoprotein (VLDL) were significantly 
decreased and bile acid pool size and biliary lipid output were significantly increased. The 
canalicular membrane content of lipid transporters did not seem to be significantly affected by 
dietary lecithin. The CUITent data on inhibition of ACAT activity and related metabolic effects by 
lecithin mimic the previously reported effects following drug-induced inhibition of ACAT 
activity, suggesting potential beneficial effects of dietary lecithin supplementation in vascular 
disease. 
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Introduction 
The liver plays a major role in cholesterol homeostasis by regulating plasma lipoprotein 
metabolism and lipid output in bile 1,2. The organ is the main site of formation of very low 
density lipoprotein (VLDL) and takes up and degrades high density lipoprotein (HDL) and other 
lipoprotein fractions 3,4. Hepatic bile formation and secretion are essential in maintaining 
cholesterol balance since the sterol is eliminated from the body almost excIusively via bile as 
such, or after its conversion into bile acids. Several hepatic microsomal enzymes are implicated 
in regulating cholesterol hepatic homeostasis: 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase 
(HMG-CoA reductase), the rate limiting enzyme in cholesterol synthesis 5, cholesterol 7 a-
hydroxylase the main route catalyzing the conversion of cholesterol into bile acids 6 and, acyl-
CoA: cholesterol acyltransferase (ACAT) which is implicated in the acylation of cholesterol and 
in the assembly and secretion of VLDL particIes. Thus, ACAT activity plays a major role in the 
VLDL secretion in blood and the subsequent cholesteryl ester accumulation and risk of vascular 
disease 7,8. There have been studies indicating a correlation between inhibition of ACAT 
activity, reduced hepatic cholesteryl ester content and reduced VLDL secretion. Drug induced 
ACAT inhibition in hepatocyte' s cell culture was shown to enhance the pool of free cholesterol 
which served as substrate and inducer of cholesterol 7 a-hydroxylase 9-11. This suggested that 
enhanced excretion of biliary bile acids may account for the reduction of VLDL secretion by the 
liver and could represent a major mechanism in the lipid lowering effect of ACA T inhibitors and 
their potential antiatherogenic action. 
The nutritional effects of soybean lecithin on lipid homeostasis and secretion of lipids in bile has 
been the subject of several studies 12-14. In rats, feeding diets enriched in soybean lecithin can 
stimulate bile formation and secretion rate of biliary lipids, phospholipid and cholesterol. This 
di et also improved bile formation when a high concentration of bile acid was infused, enhancing 
the maximum secretory rate of bile acids and preventing bile acid-induced cholestasis (impaired 
bile formation) 12,14. This effect was attributed to greater availability of biliary lipid particularly 
phospholipid and free cholesterol preventing canalicular membrane damage induced by bile 
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acids. In normolipidic rats, lecithin-rich diets can modulate plasma total and HDL-cholesterol 
and it was suggested that the transport of unesterified cholesterol to the liver may be stimulated 
and directed towards bile to be secreted as such or as its metabolites \3. In the model of 
hypercholesterolemic rabbit, lecithin also induces a decrease of beta-VLDL cholesterol and of 
beta-VLDL-triacylglycerol while enhancing biliary lipid output 15. Thus, we hypothesized that 
lecithin induces decrease of VLDL may be linked to inhibition of ACAT activity and stimulation 
of lipid secretion in bile. In the present study, we investigated in rats the of lecithin on hepatic 
cholesterol metabolism, lipoprotein lipid composition and expression level of canalicular 
transporter protein involved in biliary lipid secretion. 
Materials and methods 
Animais and Diets 
Adult male Sprague-Dawley rats, weighing 200-250 g were purchased from Charles River 
Breeding Laboratories (St-Constant, Quebec, Canada). Rats were allowed free access to water 
and food and were maintained at 22° C with a 12-hour light cycle. After 2 to 3 days of 
acclimatization, the rats were randomly divided into two groups: one was assigned ta an 16% 
polyunsaturated TG-enriched diet containing sunflower seed oil, referred to as the control 4iet, 
and the other was a 20% semi-purified soybean lecithin diet. The percentage of TG in both diets 
was comparable. The detailed composition of the diets was published previously 14. Fatty acid 
composition did not differ significantly between diets with palmitic and linoleic acid contributing 
25.1% and 54.6% in lecithin diet compared to 18.5% and 49.6% in control di et respectively. 
Energy intake of control and lecithin fed groups was 404 and 375 KJ/day respectively. After 14 
days on the control and experimental diets, rats were food-deprived ovemight anq. used for the 
following studies. 
Blood Collection and Lipoprotein Isolation 
Rats were anesthetized by the intraperitoneal injection of pentobarbital (45 mglkg body wt) after 
ovemight fast. Blood was collected from the abdominal aorta into EDTA-containing tubes (1 
mg/ml) and plasma separated immediately by low speed centrifugation (2800 rpm, 15 minutes, 
4°C). A fraction of plasma was rapidly frozen and stored at -80°C for lipid analysis. 
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Lipoproteins were isolated from fresh plasma by conventional discontinuous density gradient 
ultracentrifugation as previously described in detail 16. Briefly, after preliminary centrifugation 
to remove chylomicrons, VLDL and low density lipoproteins (LDL) were isolated at a density of 
1.006 and 1.063 g/ml, respectively, running at 40,000 rpm for 18 hours at 5°C. The separation of 
HDL2 and HDL3 was performed at 40,000 rpm for 48 hours at 5°C. Each fraction was dialyzed 
against phosphate buffered saline (PBS) with 0.001 mollL EDTA, pH 7.0 at 4°C. 
Plasma Lipid and Lipoprotein Analysis 
Plasma concentrations of total cholesterol, free cholesterol, HDL-cholesterol and TG were 
measured enzymatically using commercial kits (Boehringer Mannheim, Montreal, Canada). CE 
was ca1culated as the difference between total and free cholesterol x 1.6. The lipoprotein lipid 
composition was determined by the same methodology as above. Lipoprotein-protein was 
quantified according to Lowry et al 17 with bovine serum albumin as a standard. Phospholipids 
were determined by the Bartlett method 18. 
Hepatic Lipid Determination 
Rats were sacrificed after blood collection and a portion of the liver was taken, frozen in liquid . 
nitrogen and kept at -80°C until assayed. Samples were homogenized in 0.9% NaCI and lipids 
extracted with chloroform-methanol (2: 1, vol/vol), followed by TG, total and free cholesterol, as 
well as phospholipid analysis as described before. Total liver lipid content was determined 
gravimetrically, after extraction with chloroform-methanol (2: 1, vol/vol). 
Bile Sampling and Bile Analysis 
Biliary lipid output and bile acid pool size was evaluated in additional groups of rats fed control 
and lecithin rich-diets. AnimaIs were anesthetized with pentobarbital (45 mgIKg body weight 
i.p.) and the common bile duct was cannulated with a PE-IO catheter. They were then 
immediately placed in restraining cages with free access to water. Bile was collected for 17 
hours at 1 hour intervals with a automatic fraction collector maintained at constant temperature 
of 8°C. The bile acid pool was measured according to the «washout» technique of Ericksson 19. 
Total bile acids in bile were assessed by using 3 a-hydroxysteroid dehydrogenase (Sigma, St-
. ""t .... ,.. •. 
96 
Louis, MO, USA) 14. The total cholesterol and phospholipid output in bile was measured in 
samples obtained during the first hour of collection as described above for plasma. 
Preparation of Liver Microsomes 
Livers were removed and placed in ice-cold buffer (pH 7.4) containing 250 mmollL of sucrose, 
20 mmollL oftris-HCL, ImM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 50 mM sodium fluoride, 
and 20 mM dithiolthreitol (DIT). After tissue homogenisation, microsomal fractions were 
prepared according to a previously described technique 20. The washed microsomal pellets were 
quickly frozen and stored at -80°C for later use. 
Microsomal HMG-CoA Reductase Activity. 
Microsomal enzymatic activity was assayed as described previously 21. Briefly, the reaction 
mixture contained 160 mM potassium phosphate (pH 7.4), 300 Ilg microsomal protein, 20 mM 
glucose-6-phosphatase, 2.5 mM DTT and 1.2 units glucose-6-phosphatase dehydrogenase. The 
reaction was initiated by the addition of [3_14C]-HMG-CoA (15,000 dpmlnmol). After 
incubation for 30 minutes at 37°C, the [14C]-mevalonate formed was converted into.lactone, 
isolated by thin-layer chromatography, and counted using an internaI standard to correct for 
incomplete recovery. HMG-CoA reductase activity was expressed as nanomoles of mevalonate 
synthesized per milligràm of protein per minute. 
Microsomal cholesterol 7 a-Hydroxylase Activity 
Microsomal cholesterol 7 a-hydroxylase activity was measured according to Hylemon et al. 22 
after modification by Brunet et al 23. Briefly, 1 mg of microsomal protein was diluted in a 
potassium phosphate buffer, pH 7.4, containing 50 mM NaF, 5 mM DIT, 1mM EDTA, 20% 
glycerol, 0.015% CHAPS and 0.25 mM desferal. The reaction was started by adding an 
NADPH regenerating system containing 1 mM NADP, 10nM glucose-6-phosphate and 0.15 UI 
glucose-6 phosphate dehydrogenase. Following 20 minutes reaction at 37°C, the endogenous 7 
a-hydroxylcholesterol form was derivatized with a 0.1 % cholesterol oxidase solution. Dried 
petroleum ether extract was resuspended in 70% acetonitrile/30% methanol mobile phase, prior ' 
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to HPLC chromatography, with UV detection at 240 nm, using 7 p-hydroxycholesterol as an 
internaI standard. The 7 a-hydroxycholesterol product was expressed as pmoles/minlmg protein. 
Microsomal ACAT Activity 
The determination of ACA T activity was based on an assay described previously 20. A sample 
containing 75 Ilg microsomal protein was mixed with 5 Ilmol [14C]0Ieoyl coenzyme A (specific 
activity ~ 10,000 dpmlllmol) to initiate the reaction in a buffer solution (pH 7.5) consisting of 0.1 
M Tris-HCl, 0.25 M sucrose, and 1 mM EDTA. After incubation for 10 minutes at 37°C, the 
reaction was stopped by adding chloroformlmethanol (2:1, vol/vol) and this was followed by 
addition of eH] cholesteryl oleate as an internaI standard to estimate recovery. 
Analysis of Microsome Lipid Composition and Fluidity Measurement 
The lipids in microsomal membranes were extracted by the method of Bligh and Dyer 24. Total 
phospholipid and cholesterol content were determined as described above. Fluidity of 
microsomal membranes was estimated by the incorporation of a fluorescent probe (1-(4-
trimethylammoniumphenyl)-6-phenyl-l ,3,5-hexatriene p-toluene-sulfonate) (TMA-DPH) and 
measurement ofpolarization 25. To membrane samples containing 500 Ilg microsomal protein in 
potassium phosphate buffer solution (pH 7.2) were added 6 III TMA-DPH (1 mmollL in 
acetonitrile) by vortexing for 10 seconds. Following an incubation of 30 minutes at 37°C and 
evaporation of acetonitrile, fluorescence was measured in a spectrofluorophotometer at 22°C 
with polarization filters parallel and perpendicular to the excitation beam. The excitation 
wavelenght was at 360 nm and emission wavelenght was 430 nm. 
Preparation of liveT plasma membranes enriched in bile canalicular complexes and Western 
Blotting. 
Additional groups of rats fed control and lecithin rich diets for 14 days were used to prepare bile 
canalicular enriched membrane fractions and to asses lipid transport proteins. 
Plasma membranes were isolated from liver homogenates by a procedure described by this 
laboratory 26 with the addition of protease inhibitor cocktail as described 27. Protein 
concentrations in membrane fractions were determined with the Micro BCA protein assay 
... .( .... " .. 
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reagent kit from Pierce and the degree of purification was determined by the relative enrichment 
ofmarker enzymes 26. Lecithin feeding did not modify marker enzymes enrichment. 
Western blot analysis was carried out as published 27. Briefly, 30 )lg prote in normalized for 
enrichment in the membrane marker leucine aminopeptidase was separated using SDS gel 
electrophoresis and subsequently blotted onto nitrocellulose and probed with the mouse 
monoclonal C 219 antibody ( Signet Laboratories Inc. Dedham. MA) which detects all p-
glycoproteins including mdr 2 and with a rabbit polyc1onal anti-spgp antibody 27,28 (kindly 
provided by Dr V Ling, British Columbia Cancer Res. Center, Vancouver, BC. Canada) at a 1: 
5000 dilutions. Protein density was determined by scanning the blots using an Image System. 
Statistical Analysis 
AlI values were expressed as the mean ± SEM. Statistical differences were assessed by Student's 
two-tailed t test. 
RESULTS 
Biliary Iipid secretion and bile acid pool 
As shown in Figure 1 and in accordance with previous results l4, lecithin-rich di et stimulated 
biliary bile acid, phospholipid and cholesterol secretion rates. Total daily biliary bile acid 
secretion for the lecithin-fed rats was also elevated when compared to triglyceride fed rats 
(442.84 ± 57.65 versus 282.89 ± 16.17 flmol/24 hrs, P < 0.05). The ca1culation of the bile acid 
pool size, following a 17 hours biliary washout revealed a marked increase in the lecithin group. 
The similar degree of elevation of bile acid secretory rate and pool are indicative of unchanged 
recycling frequency of bile acids. 
Plasma Lipids, Iipoprotein profile and composition 
Figure 2 illustrates the influence of feeding lecithin di et on plasma lipids. The dietary 
intervention significantly increased total cholesterol, contributed by both higher free and 
. "'t ·-r. 
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cholesterol ester levels. However, the lecithin fed rats exhibited a decreased plasma TG and 
phospholipid levels although reaching statistically significant difference only for phospholipids. 
Feeding the lecithin di et did not affect significantly IDL and HDL lipoprotein fractions but 
produced a marked decrease ofVLDL (54%, P < 0.05 compared to control group). By contrast, 
LDL class increased (Figure 3). 
The relative lipid content of plasma lipoproteins, isolated by sequential ultra-centrifugation, is 
shown in Table 1. VLDL (1.006g/ml) particles from lecithin fed rats demonstrated a significant 
decrease of the proportion of TG (16%). This change resulted in a lower ratio of 
TG+CEIFC+PL+protein, indicative of smaller VLDL partic1es in the experimental group. 
Sterol Enzymes 
The activity of HMG-CoA reductase and cholesterol 7 alpha-hydroxylase in liver microsomes 
showed a tendency to be increased by 30% and 12% respectively after 14 days of dietary 
intervention ( Figure 4). In contrast, AC AT activity was profoundly inhibited (75%) by lecithin 
diet when compared to rats fed control diet. 
Hepatic Lipid Content 
As shown in Table 2, the total lipid content in liver homogenates from lecithin fed rats was 
significantly decreased compared to control rats. Detailed analysis indicated that TG and total 
cholesterol content were significantly decreased. The decreased in total cholesterol content was 
attributed to a decline in both the free and the esterified cholesterol, although not reaching 
statistically significant differences for the latter. 
Phospholipid and Cholesterol Content in Microsomes 
Analysis of the lipid content in isolated microsomes (Table 3) reveals that total cholesterol was 
decreased by 30% in lecithin group (P < 0.01) whereas the PL content was not significantly 
different between two groups. Consequently, the cholesterollPL ratio was decteased in the 
experimental group and a significant increase in membrane fluidity was observed . 
. ""( ·-r .. 
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P-glycoproteins in canalicular membranes 
Representative Western blot showing membrane preparations from rats fed control and lecithin-
rich diet is presented in Figure 5. The relative C219 and spgp levels revealed no significant 
differences between the control and lecithin groups ( Figure 5). 
Discussion 
This study c1early shows that feeding rats diets enriched in soybean lecithin results in remarkable 
changes in hepatic cholesterol homeostasis. The major finding is a decrease of ACAT activity 
and an altered cholesterol compartmentalization in the liver. Previous work indicated that this 
enzyme plays a pivotaI role in cholesterol distribution in the hepatocyte, specifically, whether it 
is diverted to lipoprotein or biliary pathways or to the cholesterol ester storage compartment II,29-
30. Under the present experimental conditions, lower AC AT activity was associated with lower 
free and cholesterol ester content. It is likely that the free cholesterol available after ACAT 
inhibition in the hepatocyte was very rapidly directed for e1imination in bile either directly or 
after conversion to bile acids. The increased diversion of cholesterol and its metabolites into bile 
by the inhibition of hepatic ACAT resulted in a decline of cholesteryl ester secretion by the cells 
accompanied by lower plasma VLDL levels 31,32. In rats, lecithin supplements have been shown 
to reduce availability of fatty acids for triglyceride synthesis by decreasing the rate of fatty acid 
synthesis 33-34. A reduced rate of triglyceride and! or cholesteryl ester synthesis . may be an 
additional mechanism contributing to the diminished plasma VLDL. In this study, we further 
evaluated microsomal lipid content and fluidity as well as the HMG-CoA reductase and 
cholesterol alpha hydroxylase activity (the primary route to bile acid synthesis). The cholesterol 
content of microsomal membranes was significantly decreased and membrane fluidity increased. 
This may have triggered the enhanced activity of the rate limiting enzyme in cholesterol synthesis 
in order to compensate for the reduction of cellular cholesterol pool. 
Several studies have shown incorporation of cholesterol, available from ACAT inhibition, into 
the bile acid synthetic pathway 9,35. This is corroborated in the present study as lecithin-fed rats 
also showed greater bile acid pool size and an increase, although not statistically significant, of 
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the 7 alpha-hydroxylase activity. It is known that this enzyme is sensitive to bile acid pool than 
in control rats which may have inhibited enzyme activity 36. 
In this study, we corroborate that lecithin induces a substantial increase in biliary output of bile 
acid, cholesterol and phospholipid which is co-secreted in bile with cholesterol. The hepatic 
availability of substrates for biliary excretion is a significant factor in bile secretion. However, it 
is well established that the transport across the hepatic canalicular membrane is the rate limiting 
step for biliary secretion of most bile components and for hepatic bile formation 37. This 
transport is driven mainly by ATP-dependent export pumps 38. This raised the question whether 
increased availability of biliary lipid after lecithin-rich diet was also associated with greater 
content of membrane proteins involved in biliary lipid secretion. The canalicular secretion of 
phospholipid is mediated by and ATP-dependent mdr2 glycoprotein which transfers 
phospholipid from the inner to the outer canalicular membrane 38-39. Mice with disrupted mdr2 
protein do not secrete phospholipid and the cholesterol output in bile is markedly impaired 40. 
The canalicular secretion of monovalent bile acids (e.g. taurocholate) is also mediated by an 
ATP-dependent glycoprotein, the spgp or bile acid export pump and in mice inactivation of spgp, 
leads to failure to secrete monovalent bile acids 41,42. In the present study, membrane canalicular 
content of spgp and of C 219 reactive proteins which includes mdr2 and spgp was evaluated and 
results indicated no significant modification by lecithin feeding. Since in normal rodent livers 
these transporters are present in high levels it may be that they are not functioning at maximal 
capacity. Thus, increased output of biliary could occur without modulation of the transport 
proteins. 
In summary, dietary lecithin increases bile acid pool and stimulates biliary lipid secretion and 
bile which is associated with significant changes in hepatic cholesterol compartmentalization 
favoring a greater mobilization of cholesterol to bile. Diet intervention also drastically reduced 
ACAT activity and plasma VLDL as well as their triglyceride and cholesteryl ester content. 
Thus, lecithin feeding mimics the effect of drug-induced inhibition of ACAT activity which 
corroborates the potential antiatherogenic properties of lecithin supplementation . 
. ""( ''''''. 
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Figure legends 
Figure 1. 
Values of biliary bile acid pool, biliary bile acid secretion, biliary phospholipid secretion and 
biliary cholesterol secretion in rats fed control diet and lecithin diet. 
Values represent the mean ± SEM of 4-5 animaIs per group. 
* p < 0.05 when compared to Control di et. 
Figure 2. 
Effect of feeding lecithin-enriched di et on plasma lipids. 
Data are me ans ± SEM of 4 animaIs per group. 
* p < 0.05 compared to control diet. 
Figure 3. 
Effect of feeding lecithin-enriched diet on plasma lipoproteins. 
Values represent the means of ± SEM of 6 animaIs per group. 
* p < 0.05 compared to control diet. 
Figure 4. 
Activity of liver hydroxymethylglutaryl-coenyme A (HMG-CoA) reductase, cholesterol 7 alpha-
hydroxylase and acyl-coenzyme-A:cholesterol acyltransferase (ACAT). Rat liver microsomes 
were isolated and assayed for the three key regulatory enzymes. Values represent the mean of ± 
SEM of 6 rats per group. 
P < 0.05 compared to Control di et. 
Figure 5. 
P-gps and spgp protein levels in membranes fractions of control rat liver and lecithin di et rat 
liver. Lanes 1 and 2, control; lanes 3 and 4, lecithin group. Immunoblotting analysis was 
performed using the primary antibodies C219 and spgp, recognizing aU Pgps and spgp 
respectively. Each band represents the results of a single animal. 
Figure 6. 
Relative areas·for C219 and spgp prote in expression. 
4 rats per group 
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Table 1 
Chemical composition of pasma lipcyroteins 
ComEŒition 
Lipoçroteins TG FC CE PL PR 
VLDL(1.006g/ml) 
Control 60.23 ± 2.69 2.41 ± 0.46 5.34± 0.63 17.23± 1.58 14.79 ± 3.91 
PhosIDolipid 51.53±1.82* 2.32± 0.32 5.00± 0.24 17.49 ± 0.48 23.69± 2.49 
LDL (1.063 g/ml) 
Control 3.33 ± 1.14 2.73 ± 0.51 26.64± 1.67 29.98 ± 5.90 37.32± 7.69 
PhoSIDOlipid 2.88 ± 0.32 3.44± 0.32 32.35 ± 3.00 22.37 ± 2.59 39.03 ± 2.28 
HDL2(1.21 g/ml) 
Control 0.26 ± 0.17 2.05 ± 0.44 36.42 ± 5.66 27.53 ± 3.34 30.75 ± 7.38 
PhoSIDOlipid 0.40 ± 0.25 2.52 ± 0.36 34.02 ± 2.35 26.79 ± 1.10 36.32 ± 3.01 
HDL3 (1.21 g/ml) 
Control 0.24± 0.15 1.17 ± 0.13 32.67 ± 3.98 ,28.60± 4.08 34.70±47.62 
PhoSIDOlipid 0.22±0.14 0.94±0.12 29.48±3.1O 21.75±-3.39 47.62±5.54 
Weight Ratios 
TG/PR CEIPR 
4.42 ± 1.14 0.78 ± 0.41 
2.4 ±0.46 0.23 ± 0.04 
0.09 ± 0.04 0.57 ± 0.04 
0.08 ± 0.02 0.86 ± 0.12 
0.03 ± 0.01 0.93 ± 0.17 
0.04±0.01 0.99±0.14 
0.02 ± 0.001 0.74 ± 0.11 
0.02 ± 0.002 0.68 ± 0.12 
(TG+Œ)/(FC+PL+PR> 
2.00± 0.23 
1.32±0.11* 
0.44± 0.04 
0.56± 0.07 
0.68 ± 0.19 
0.54± 0.06 
0.53 ± 0.09 
0.44± 0.06 
Values are means ± SE oftotal pla~a lipoprcteins forn=6 in control and Phospholipid diets. TG, triglyceride; Fe, free cholesterol; CE: cholesteryl ester, 
PL, phospholipid; PR, protein 
*: p < 0.005 
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Table 2 
Hepatic lipid content from control and phospholipid groups 
Totallipids TG TC FC CE PL 
~g/mg prote in nmol/mg protein 
Control group 227.5 ± 5.1 33.53 ± 1.82 23.1 ± 0.5 Il.60 ± 0.80 11.5 ± 0.9 343.9 ± 10.5 
Phospholipid 169.5 ± 2.5* 26.49 ± 2.10* 18.3 ± 0.7* 8.74 ± 0.63* 9.5 ± 1.1 373.2 ± 7.3 
group 
Lipids were extracted from liver homogenates and microsomal fractions and quantified by enzymatic techniques. 
Values are means ± SEM for n=6 / group. . 
Abbreviations: TG, triglycerides; TC, total cholesterol; FC, free cholesterol; CE, cholesteryl ester; PL, phospholipids 
* p < 0.05 
..... 
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Table 3 
Cholesterol and Phospholipid content, cholesterol/phospholipid ratio and fluorescence 
polarization of microsomes in rats fed control diet and phospholipid diet. 
Cholesterol 
nmol!mgprotein 
Control diet 43.48 ± 2.45 
Phospholipid diet 30.89 ± 3.13* 
Values are means ± SEM for n=6 per group 
* P < 0.05 compared to control diet 
Phospholipid 
nmol/mgprotein 
359.72 ± 31.07 
405.56 ± 17.98 
Cholesterol! 
Phospholipid ratio 
0.127 ± 0.016 
0.077 ± 0.009* 
Polarization 
3.77 ± 0.11 
4.14 ± 0.08* 
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Figure 5. 
P-gps and spgp protein levels in membranes fractions of control rat liver and lecithin 
idet rat liver. 
Lanes 1 and 2, control; lanes 3 and 4, lecithin group. 
Immunoblotting analysis was performed using the primary antibodies C219 and spgp, 
recognizing aIl P-gps 
And spgp respectively. Each band represents the results of a single animal. 
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SUMMARY 
BACKGROUND fAIMS: Taurolithocholic acid (TLCA) injection in rats leads to 
impaired bile formation and biliary lipid secretion which are associated with alteration 
of the canalicular membrane function and of the transcellular vesicular transport system. 
Lecithin feeding can stimulate biliary lipid secretion, thus the aim of this study was to 
evaluate the potential hepatoprotection by lecithin of the bile acid-induced alterations in 
rat liver. 
METHODS: Male adult Sprague-Dawley rats were fed either a control diet or a diet 
enriched in soybean lecithin for 14 days. On the 1Sth day, they were given TLCA by 
i.v. infusion and bile flow, biliary output (phospholipid, cholesterol and bile acid) as 
well as the biliary secretion of membrane enzymes (alkaline phosphatase, 
phosphodiesterase 1) were evaluated. The vesicular transport system was also assesed 
using the biliary excretion of horseradish peroxidase as a marker. Furthermore, hepatic 
plasma membrane content of p-glycoproteins implicated in lipid transport to bile ( P -
glycoproteins as detected by the C219 antibody and of spgp or bile acid export pump) 
was evaluated by Western blotting. 
RESULTS: In rats fed control diet, TLCA induced a rapid decrease (about'SO%) of 
bile flow, of total bile acids and of phospholipid secretion in bile. The cholesterol 
output was decreased by 80%. Lecithin feeding significantly improved bile formation 
and the cholesterol secretory rate was maintained at baseline values. The lithocholic 
acid (LCA) secretion was significantly increased after lecithin (62% of bile acid injected 
was excreted compared to 7% for control group) but the output of LCA-metabolites was 
similar to that in control group. The increased biliary secretion of membrane enzymes 
and the impairment of vesicular transport observed after TLCA were prevented by 
lecithin-enriched diet. The signaIs detected in the membrane by the C 219 and spgp 
antibodies were decreased by TLCA when compared to those in the non -bile acid 
treated rats. Lecithin-rich diet up-regulated the expression of the proteins. 
CONCLUSIONS: This study shows that feeding diets enriched in lecithin markedly 
improves the defect in biliary lipid secretion and vesicular transport induced by TLCA . 
This protection is associated with enhanced biliary secretion of the toxic bile acid and 
.. { ........ : 
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may be related to the high output of cholesterol and phospholipid and up-regulation of 
canalicular membrane proteins involved in lipid transport. 
INTRODUCTION 
Previous work has shown that lithocholic acid (LCA) and its taurine conjugated form 
(TLCA) are toxic bile acids which induce when given intravenously, acute biliary 
dysfunction (intrahepatic cholestasis) (1,2). Biochemical and morphological studies 
demonstrated that in animaIs receiving TLCA, the cholesterol content and the 
incorporation of the bile acid into bile canalicular membranes increase (1). This results 
in membrane damage and decreased function as well as the release of membrane protein 
components in bile (3-8). TLCA also inhibits the biliary secretion ofboth phospholipid 
and cholesterol which has been attributed to impaired transcellular vesicular pathway, as 
evaluated by the biliary excretion of horseradish peroxidase, an exogenous prote in used 
as a marker of para-and transcellular biliary access (9). 
Over the last decade, many studies have demonstrated the existence of umltidrug 
resistance gene products (MDR3 and mdr2), localized at the canalicular membrane of 
the hepatocyte (10, Il). MDR3 and mdr2 are members of the P- glycoproteins (P-gp) 
sub-family and act as a flipase, that flips phosphatidylcholine molecules from the inner 
to the outer leaflet of the membrane (12). Their involvement in the translocation of 
phosphatidylcholine across the canalicular membrane became apparent when knock-out 
mice were developed in which the mdr2 gene was disrupted (13). Absence of mdr2 P-
gp leads to the complete absence of phospholipid in bile and of significant reduction in 
cholesterol output. (13). Another member of the P-glycoprotein subfamily is the sister of 
P-gp (spgp), which is the major canalicular bile acid export pump in the liver and 
functions as a transporter for monovalent bile acids (14,15). Consistent with this are the 
recent observations in a spgp knockout mouse which showed impaired taurocholate 
secretion in bile (16), 
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Previous studies from this laboratory have shown that in rats, feeding diets enriched 
with soybean lecithin increases bile flow, bile acid, phospholipid and biliary cholesterol 
output (17,18). In addition, lecithin diet resulted in enhancement of the bile acid 
maximum secretory rate capacity and prevented the cholestatic response seen after 
infusion of high bile acid load. This beneficial effect was mainly attributed to an 
increased availability of preformed biliary phospholipid (18,19). At present, it is not 
known whether the increased biliary bile acid and lipids output is associated with 
enhanced expression of canalicular proteins involved in lipid and bile acid secretion. 
In view of this major hepatoprotective action of dietary lecithin, we tested whether this 
di et can protect against TLCA-induced toxicity. To this aim we examined bile 
formation, biliary lipid output, bile acid distribution pattern and the release of 
membrane canalicular enzymes in bile. We also tested whether lecithin could influence 
the impairment of vesicular transport-induced by TLCA. In addition, the effect of the 
lecithin diet on the expression of membrane Pgp, before and after the TLCA infusion 
was evaluated. 
MATERIALS AND METHODS 
Materials 
Semipurifed soybean lecithin, albumin, taurolithocholic acid sodium salt, horseradish 
peroxidase and 3-hydroxysteroid dehydrogenase were obtained from Sigma (St-Louis, 
MO). Sodium salt of [C 14] Taurocholic acid was purchased from NEN Life Sciences 
Products (Boston, MA). NCS solubilizer was purchased from Amersham (Arlington 
Heights, IL). 
Animais and diets 
Male Sprague-Dawley rats (Charles River, St. Constant, Quebec, Canada) weighing 
170-200 g were randomly separated into two groups: a group fed a 16% polyurlsaturated 
triacylglycerol-enriched diet (containing sunflower-seed oil) referred to as control diet 
or a group fed a 20% semipurified soybean lecithin di et. The detaHed diet composition 
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has been published eisewhere (17). AnimaIs had free access to food and water and were 
kept a temperature between 21-23°C and in humidity-controlled room (45-50°C) with a 
constant 12 hour light-dark cycle. 
Experimental procedures 
After feeding the experimental diets, animaIs were anesthetized with sodium 
pentobarbital (48 mg/kg body weight intraperitoneally). A PE-IO cannula was inserted 
into the common bile duct, and a PE-50 catheter was inserted into the right internaI 
jugular vein. The body temperature was kept at 37°C with a heating lamp. 
In the tirst series of experiments, the bile was collected on ice for 60 min in 30 min 
aliquots, followed by the i.v. infusion of2 ml of 3,5% albumin in 0,45% NaCI solution. 
The infusion was for 30 min, bile samples being collected on ice every 15 min to assess 
basal bile formation. This was followed by the infusion of TLCA, which was dissolved 
in albumin-saline solution and given in doses of 0.05 and 0.1 flmol/minl1 OOg body 
weight, for a period of 30 min each. Bile samples were collected at selec~ed .. time 
intervals and stored for further analysis. Bile flow was determined gravimetrically, 
assuming a density of 1 glml. After the last bile collection, animaIs were killed by 
exsanguination and the livers were removed, weighed, snap frozen in liquid nitrogen, 
and stored at -80°C until use for isolation of membranes. 
In the second series of experiments, the bile duct was also cannulated and rats received 
albumin and TLCA infusion by the jugular vein, as was the case of the tirst series. Rats 
were injected with radioalabeled taurocholic acid (TCA) C14 (0.25 flCi) 90 min after 
the beginning of bile collection, (at the same time that TLCA infusion). Blood and bile 
samples were collected at time intervals and the livers were removed at the end of the 
experiment. 
In the third series of experiments, rats were infused with TLCA as described in tirst 
series. However, the infusion of TLCA was stopped 15 min after the second rate of 
infusion and horseradish peroxidase (HRP)(0.5 mgllOO g body weight) dissolved in 0.3 
ml of 0.9% of NaCL was injected directly into the portal vein. Then, bile was collected 
during 80 min in titting-sampling periods . 
... , ......... 
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Liver cell membrane preparation 
Liver cell membrane fractions enriched in canalicular complexes were prepared by 
discontinuous sucrose gradient ultracentrifugation according to procedures developed by 
our laboratory (20) with the addition of protease inhibitor cocktail. The relative purity 
of the membrane preparations was assessed by measuring the activities of canalicular 
markers enzymes (20). The relative specifie activities (membrane/homogenate activity) 
of membrane marker enzymes, and the membrane protein recovery Were similar in an 
groups. 
Antibodies 
Mouse monoclonal antibody C219 (Signet Laboratories Ind. Dedham, MA) was used to 
recognize an P-gp since mdr2 antibody was not available. C 219 recognizes mdr2 and 
the spgp. A rabbit polyclonal antibody against spgp was kindly provided by V.Ling of 
the British Columbia Cancer Research Center, Vancouver, BC. 
Western Blot Analysis 
Western blotting was carried out by standard techniques as published (21). The protein 
concentrations were determined with the Micro BCA prote in assay reagent kit form 
Pierce. The canalicular proteins (15 J.lg) (normalized for enrichment in the marker 
enzyme leucine aminopeptidase) were separated using SDS gel electrophoresis, 
subsequently blotted onto nitrocellulose membrane and probed with the C219 and spgp 
antibodies. 
Analytical Procedures in Plasma, Liver and Bile 
Protein concentrations were determined with the DC Protein Assay (Bio Rad) using 
bovine serum albumin as standard. Total bile salt was evaluated by using the enzyme 3-
hydroxysteroid dehydrogenase (22). The bile acid distribution pattern was assessed by 
gas liquid chromatography, as previously described (23). Biliary cholesterol was 
measured by the cholesterol oxidase method using a commercial available kit 
(Boehringer Mannheim, Montreal, Canada). Phospholipids were quantified by the 
Bartlett technique after digestion in perchloric acid (24). Total radioactivity in bile, 
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plasma and liver homogenates was assessed by the addition of NCS solubilizer, 
followed by 15 ml of liquid scintillation cocktail. Horseradish peroxidase in bile 
samples was determined spectrophotometrically by measuring the rate of oxidation of 4-
aminoantipyrine at 510nm (25). Alkaline phosphodiesterase-l (PDE-l) activity in bile 
was assessed by the Brightwell and Tappel technique (26) and Alkaline phosphatase 
activity was measured according to the method of the" Committee on Enzymes of the 
Scandinavian Society for Clinical Chemistry and Clinical Physiology " (27). 
Statistical analysis 
Data between groups were assessed by ANOVA for biliary secretion of HRP. Values 
between groups werecompared using student's t-test. The results were expressed as 
mean values ± SE and p values of 0.05 or less were considered statistically significant. 
RESULTS 
Effects of lecithin feeding on bile flow, biliary lipid secretion and bile acid 
composition. 
Bile formation and biliary lipid secretion 
Figure 1 and 2 show the effect of infusion of TLCA on bile flow and total biliary bile 
acid, phospholipid and cholesterol secretion rates in both control and lecithin fed 
groups. Values for basal group (prior to TLCA injection) are not shown but confirmed 
previous results obtained under the same experimental conditions (18). Briefly, the 
output in bile of total bile acids, phospholipid and cholesterol increased by 160%, 
140%, and 205% respectively in the experimental group compared to values in the 
control group. 
After administration of TLCA to control group rats, bile flow declined progressively 
after 30 minutes and at 60 minutes, the flow was reduced by 57% compared to basal 
values. By contrast, in lecithin group, the flow was maintained during the first 45 
minutes and at the end of the infusion, it was reduced by 24% and it was significantly 
different from that in controis. Total bile acid secretion was also reduced after TLCA 
but to a lesser extent than the bile flow. Biliary bile acid ouput was significantly higher 
,.~ .. 
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in rats fed lecithin than in rats fed control diet. Phospholipid and cholesterol secretion 
rates decreased significantly in animaIs fed control di et. However, feeding lecithin di et 
resulted in a slight decrease of phospholipid secretion (30 %) and the cholesterol biliary 
output remailled unchanged after TLCA. 
Biliary Bile acid composition 
Analysis of bile acid composition was carried out to determine whether lecithin-rich diet 
would influence the secretion of LCA and of the more hydrophilic derivatives. Table 1 
shows the actual secretory rates of different bile acids in animaIs injected with TL CA or 
with albumin in saline, the bile acid solvent. As expected, during albumin infusion, 
cholic acid and muricholic acids were the main bile acids secreted in bile. In the 
lecithin group, output of aIl bile acids increased, however, the increases for deoxycholic 
acid were greater than for the other bile acids. After the infusion of TLCA, a significant 
amount of LCA was secreted in bile, as showed in table 2. The output was greater in 
the lecithin fed rats than in controls, particularly after the second period of infusion of 
the toxic bile acid. Rats in lecithin group excreted about 62% of the injected bile acid 
while rats in control group only excreted 7% of the TLCA infused. The excretion of 
hyodeoxycholic acid, a metabolite of TLCA, was increased in aIl groups, but to a higher 
extent after lecithin feeding. It is of interest that in group fed lecithin, the cholic acid 
secretion rate in rats injected with TLCA was significantly higher than in groups given 
the bile acid solvent. Thus, we conducted a study with labeled TCA to examine the bile 
acid kinetics in both TLCA and solvent treated rats. 
Labeled taurocholic acid kinetics 
Figure 3 shows the recovered radioactivity 60 minutes after a pulse injection of labeled 
TCA in rats infused with TLCA. Most of the radioactivity was secreted in bile and the 
cumulative secretion in the lecithin group was significantly higher than in the control 
group. The radioactivity in liver was lower in lecithin group but differences did not 
prove to be statistically significantly different. Blood radioactivity at the end of infusion 
was similar in both groups. Figure 4 illustrates that the blood decay of radiolabeled 
TCA was faster in the lecithin groupmainly in the first 10 minutes after the injection. 
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Output of biliary plasma membrane enzymes 
Figure 5 illustrates the effect of infusion of TLCA on output of alkaline phosphatase and 
phosphodiesterase-l when compared with enzyme output in basal conditions (before 
TLCA). In group fed control diet, a transient but not statistically significant increase in 
alkaline phosphatase excretion was noted after infusion of the toxic bile acid, which was 
followed by a significant decrease. By contrast in lecithin fed group the enzyme output 
was not affected. Phosphodiesterase-l excretion in bile rose markedly in the control 
group during the first period of TLCA infusion and lecithin feeding completely 
abolished such increase. Table 3 shows the relationship between enzyme and bile acid 
secretion (total bile acids and LCA in groups infused with TLCA). In basal period and 
after TLCA, alkaline phosphatase excretion per nanomole of total bile acid was virtually 
similar in control and lecithin fed groups. On the other hand, enzyme output per nmole 
LCA secreted increased after TLCA and this was significantly inhibited by lecithin 
feeding. The phosphodiesterase-l excretion was increased significantly whether 
expressed per total bile acid or per LCA secreted. 
Excretion of HRP in bile 
The biliary excretion of HRP during basal period and after TLCA infusion is illustrated 
in figure 6. The biliary secretion of HRP in lecithin group was similar to that of control 
group during the basal period. After TLCA infusion, the secretion of biliary HRP was 
decreased significantly in control group (55%) compared with the period without TL CA 
infusion. By contrast, HRP excretion was maintained in lecithin fed group. AIso, in 
rats fed lecithin-enriched diet, the secretion of HRP was significantly higher than in 
control group. The significant changes were observed within 30-35 minutes, 
corresponding to the second peak of biliary HRP excretion which represent the 
transcellular vesicular transport of biliary HRP (9). 
P-glycoproteins in canalicular membranes 
The levels of P-glycoproteins in canalicular membranes is illustrated in a representative 
Western blot in Figure 7. Prior to TLCA injection, the prote in expression of C219 and 
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spgp did not seem to be altered by lecithin-feeding. However, after TLCA treatment 
there was a decrease of prote in expression in membranes of rats fed control di et. 
Lecithin seems to up-regulate expression of C219. 
DISCUSION 
The present study aimed to investigate the possible protection by dietary soybean 
lecithin of TLCA-induced cholestasis and whether the di et could influence vesicular 
transport and membrane integrity. Results indicate that rats fed lecithin-rich diet were 
protected against TLCA-induced cholestasis. 
It is weIl established that after the infusion of TLCA in rats, its accumulation in the liver 
activates biotransformation such as hydroxylation of LCA to less toxic bile acids 
producing chenodeoxycholic acid, hyodeoxycholic acid and a series of muricholic 
acids. Hydroxylation seems to play a major roie in the recovery or in the prevention of 
TLCA induced cholestasis (28). Under the present conditions, an increase secretion of 
hyodeoxycholic acid was noted (Table 1), but it only contributed for Il and 4% of total 
bile acid in control and lecithin diet respectively. Secretion ofboth muricholic acid and 
chenodeoxycholic acid, two principal LCA-metabolites, was not significantly increased 
in either di et groups. As expected, LCA was secreted in significant amounts by 30 
minutes after TLCA and, during the last period of infusion, 72 % of injected LCA was 
excreted in bile in group fed the lecithin diet compared to less than 10% for rats fed 
control diet. Thus, the hydroxylation of TLCA to less toxic bile acids does not seem to 
play a ~ignificant role in the prevention by lecithin of LCA-induced cholestasis. 
Rather, these results indicate that in the lecithin-fed rats the hepatocyte has a better 
capacity to excrete the toxic bile acid which could be mediated by enhanced cellular 
transport and secretion through the canalicular membrane and/or release into the 
canalicular lumen. Interestingly, in lecithin-fed rats not only LCA excretion increased, 
but also that of cholic acid, the main endogenous bile acid. The study with labeled 
cholie acid injected with TLCA showed that less radioaetivity was recovered in blood 
and more in bile of rats fed lecithin diet compared with control diet. Previous work 
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suggested that dietary lecithin may stimulate uptake of high density lipoproteins (HDL) 
by the liver (29). Since bile acids are transported in blood bound to albumin and also to ' 
HDL, it may be that uptake of bile acid bound to HDL could be achieved more rapidly 
by the liver in rats fed lecithin, and then directed for excretion in bile. 
Many recent studies have examined transporters functions at both the sinusoidal and 
canalicular sites of the hepatocyte during intra and extrahepatic cholestasis (31,31) but 
no study has been carried out specifically with TLCA. The present study is of interest 
since many of the changes with the various cholestatic models are likely modulated by 
the effects of bile acids which accumulate in the hepatocyte. The canalicular secretion 
of monovalent bile acids is mediated by spgp or bile salt export pump and in TLCA 
cholestasis the expression of the prote in was decreased in parallel with lower 
endogenous and exogenous bile acid secretion. AIso, C219 reactivity was decreased 
which suggests that not only spgp but the mdr2 transporter may be down-regulated and 
account partly for the lower lipid secretion. Lecithin-treated rats expressed C219 and 
spgp proteins at levels comparable to those of controls and this was associated with 
increased bile formation and lipid excretion in bile. Thus, it may be sugge'sted that 
transporters down-regulation mediates part of the TLCA-induced cholestasis. The 
mechanism by which TLCA affects the pro teins expression is not known but may be 
attributed to direct effect at the membrane level where the toxic bile acid accumulates or 
at an intracellular site of prote in transferring to the membrane. The CUITent study 
examined C219 and spgp expression but it is possible that TLCA affects function of 
other canalicular and sinusoidal transporters. Recent work demonstrated that Na+-
taurocholate co-transporting polypeptide (ntcp) expressed in the sinusoidal membrane 
and Mrp2 prote in, expressed in the canalicular site, are down-regulated in different 
models of cholestasis (32,33). 
As shown in the present study and in agreement with previous work (18) TLCA 
decreased phospholipid and cholesterol secretiop in bile while lecithin feeding 
maintained lipid secretion at high levels. It is of interest that the secretion of cholesterol 
was particularly increased during the infusion ofTLCA. Since high LCA excretion also 
occUITed in parallel to cholesterol it is possible that the toxic bile acid is incorporated 
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into cellular structures transfering cholesterol to the bile, thus diminishing the potential 
LCA cellular toxicity. 
It is clearly established that cholesterol and phospholipids destined for biliary excretion 
are transported from the smooth endoplasmic reticulum to the canalicular membrane by 
a microtubule-dependent vesicular mechanism (34,35). This pathway can be modulated 
by bile acids, dependently of size and composition of bile salt pool (36). Marinelli et al 
(9) demonstrated that TLCA inhibited the transcellular vesicular pathway, 
corresponding to the transcytotic way to the exogenous protein HRP entry into bile. Our 
results also showed a decrease of biliary output of HRP in control group during TLCA 
infusion, particularly during the second peak of HRP secretion. Dietary lecithin 
maintained biliary secretion of HRP at a level comparable to that of basal period 
suggesting that an improvement of vesicular transport system may explain, at least 
partially, the high biliary phospholipid and cholesterol secretion levels during the TLCA 
infusion. The transcellular transport of organic anions, including bile salts, is thought to 
include both the binding to small cytosolic binding proteins and a vesicle-mediated 
processes, the latter particularly during high substrate loads (37,38). Under our 
experimental conditions, about 12,5 umoles of TLCA were infused during the 60 
minutes of bile acid infusion and about 70 % of this amount was excreted in lecithin 
group compared to less than 10 % in control group. Thus, we suggest that dietary 
lecithin could enhance biliary excretion of LCA via an improved vesicular transport 
system. 
LCA is a very hydrophobic bile acid which accounted for almost half of the excreted 
bile acid at the end of the TLCA infusion and has an important solubilizing effect on 
membranes. The ratio of enzymelLCA secretory rate as expressed by ALP and PDE-l 
excretion per nanomole of LCA showed a decrease of 77% in lecithin group compared 
to control. These results indicated that, despite the increase in secretory rate of bile 
acids, the canalicular membrane enzymes in rats fed lecithin di et were not solubilized by 
TLCA. It has been proposed that biliary cholesterol and phospholipids are primarily 
secreted in unilamellar lipid complexes into the canalicular lumen (39,40) and this may 
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represent a protective barrier of cell surfaces in different tissues. Puglielli et al (41) 
observed that native biliary lamellar material reduced bile acid-induced cell damage. 
Interestingly, diets enriched in diosgenin (a plant sterol) which increase the biliary 
cholesterol secretion (42) without significantly affecting bile acid output, can offer 
protection against TLCA- induced cholestasis. In our study, the high biliary cholesterol 
and phospholipids secretion rate in rats fed lecithin rich di et may be associated with the 
presence of unilamellar and multilamellar vesicIes which could protect hepatocytes and 
bile canalicular membranes against TLCA-induced damage. But, additional 
investigations to directly visualize such structures in fresh bile are needed to confirm 
such hypothesis. 
In summary, dietary lecithin can protect against TLCA-induced cholestasis primarily by 
enhancing secretion of the toxic bile acid. We suggest that the capacity of dietary 
lecithin to stimulate lipid, particularly cholesterol biliary secretion could be related to 
the decreased accumulation of TLCA in liver and its higher output in bile. Since, 
vesicular transport is enhanced in TLCA-treated rats fed the lecithin diet, it could be 
hypothesized that TLCA is directed to the bile via its incorporation in cholesterol rich 
vesicles. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. 
Effect of lecithin di et on bile flow and bile acid secretion rate during the infusion of 
TLCA. Values are me ans ± SEM of 7-9 rats per group. Bile was collected for 90 min 
to deplete bile acid pool. The results are expressed as a percentage of basal value. 
a: P < 0.05 when compared to basal value 
b : p < 0.05 when compared to control group. 
Figure 2. 
Effect of lecithin diet on phospholipid and cholesterol secretion rate during the infusion 
of TLCA. Values are means ± SEM of 7 -9 rats per group. Bile was collected for 90 min 
to deplete bile acid pool. The results are expressed as a percentage of basal value. 
a: P < 0.05 when compared to basal value 
b: P < 0.05 when compared to control group. 
Figure 3. 
Distribution of injected radio labeled materials in blood, liver and bile after 60 min of 
TLCA infusion. 
The data are the means ± SEM of 10 animaIs per group. 
* : P < 0.05 when compared to control group. 
Figure 4 
Time course of disappearance of TCA C-14 from blood during the TLCA infusion. 
Values represent the mean ± BD of 6 animaIs per group. 
Figure 5. 
Biliary secretion of alkaline phosphatase (ALP) and phosphodiesterase-l (PDE-I) 
during the infusion of TLCA. 
The results are expressed as a percentage of basal value. 
Values represent the mean ± SEM. 
a: P < 0.05 when compared to basal value 
b : P < 0.05 when compared to control group . 
.. { ........ ,. 
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Figure 6. 
Biliary output of HRP after an intraportal vein injection (0.5 mg/l00 g body weight) in 
rats infused with TLCA or TLCA carrier (albumin). Values represent the mean ± SEM 
of 3-4 animaIs per group. 
a: P < 0.05 when compared to basal period. 
b : P < 0.05 when compared to control group. 
Figure 7. 
Western blot analysis of spgp (bile salt export pump) and aU p glycoproteins 
levels using a polyclonal antibody against spgp and the mouse monoclonal 
C219antibody respectively. Lanes 1-4 represent blots of membranes from rats not 
receiving taurolithocholate and fed control diet (lanes 1 and 2) or diets enriched in 
phospholipid (lanes 3 and 4). Lanes 5-8 represent blots from animaIs treated with 
taurolithocholate and fed control diet (lanes 5 and 6) or lecithin rich- di et (lanes 7 and 
8) 
· ... r .-~ .. 
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Table 1 
Biliary secretion of bile acids after infusion ofTLCA 
Bile Acid During albumin infusion 
Secretion rate 
0-30 minutes 30-60 minutes 
Control diet Lecithin diet Control diet Lecithin diet 
nmol/minl 100 g body weight 
Lithocholic acid 0.3 ±0.2 1.7± 1.6 0.1 ± 0.1 2.4 ± 0.5 b 
Chenodeoxycholic 1.7 ±0.8 5.8 ± 3.0 0.7 ± 0.1 2.8 ± 1.8 
acid 
Deoxycholic acid 1.9 ± 0.7 13.4 ± 7.0 4.6±2.0 18.3 ± 6.7 
Cholic acid 16.5 ± 7.8 31.5 ± 10.3 7.5 ± 1.6 17.4 ± 6.0 
Urso& ND ND ND ND 
hyodeoxycholic acid 
a-Muricholic acid 4.8 ± 1.8 9.8±4.0 4.9±0.6 4.6±0.9 
p-muricholic acid 6.0± 0.1 8.4± 4.0 1.4 ± 0.1 2.3 ± 1.0 
During TLCA infusion 
0-30 minutes 30-60 minutes 
Control di et Lecithin diet Control diet Lecithin diet 
nmol/minl 100g body weight 
Lithocholic acid 22.8 ± 3.6a 34.6 ± 4.Sa 6.9 ± O.4a 52.1 ± 12.6a 
Chenodeoxycholic 2.7±0.9 12.3 ± 2.8 b 0.7 ± 0.3 5.3 ± 0.9 b 
acid 
Deoxycholic acid 1.0 ± 0.3 7.3 ± 2.0 b 1.8 ± 1.3 6.9 ± 1.9 b 
Cholic acid 17.8 ± 1.2 49.9 ± 9.1 b 3.1 ± 0.6 38.2 ± 9.5ab 
Urso& 5.1 ± 1.2a 8.7 ± 3.6a 2.3 ± 0.6a 8.6 ± 1.6ab 
hyodeoxycholic acid 
a-Muricholic acid 4.1 ± 2.3 7.9±2.7 1.5 ±0.9 3.8 ±0.9 
p-muricholic acid 2.1 ± 2.0a 9.8 ± 3.3 b 3.1 ± 1.2 4.4 ± 0.7 
Results are means ± SEM from four animaIs per group. TLCA infusion between 0-30 min refers to 
a infusion of 0.05 Jlmol/minilOO g body weight ofTLCA while 30-60 min refers to a infusion of 
0.1 Jlmol/minl1 00 g body weight of TLCA. Albumin infusion refers to basal period. ND; not 
detectable. 
a P < 0.05 compared to albumin infusion for the same diet 
b p < 0.05 compared to control diet at the same period 
-r ...... 
Table 2 
Percentage of LCA excreted in bile 
following the infusion ofTLCA 
period 
During the tirst TLCA infusion dose 
During the 2nd TLCA infusion dose 
Control di et Lecithin diet 
45.61±7.17 71.84 ± 11.50 
6.88 ± 0.44 61.53 ± 10.71 a 
tirst dose: 0.05 J-lmol ofTLCA, second dose: 0.1 J-lmolofTLCA 
TLCA; taurolithocholic acid, LCA; lithocholic acid 
a: P < 0.05 compared to Control diet 
"i - ..... 
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Table 3 
Relationship between biliary secretory rates of canalicular enzymes and LCA 
secretory rates in control and lecithin enriched diets at basal period and during 
TLCA infusion. 
30 minutes after 60 minutes after 
TLCA infusion TLCA infusion 
Parameter Control diet Lecithin diet Control diet 
AL T ILCA secretory rate 
UIlnmolbile acid 1. 14±0.43 1.25±0.24 2.39±0.45 
PDEILCA secretory rate 
nmol!nmol bile acid O.43±O.O3 O.67±O.29 1.41±O.28 b 
VaIues are means ± SE; n=4-8 animais per group. ALP; alkaline phosphatase, 
PDE 1; phosphodiesterase 1, TLCA; taurolithocholic acid, LCA; lithocholic 
acid. 
a P<O.05 compared to the control group 
b P<O.05 compared to second period, for the same group . 
... { ..... ,..~. 
Lecithin diet 
0.55±0.07 ab 
0.33±O.11 a 
Figure 1 : Effect of lecithin diet on bile flow and bile acid 
secretion rate during the infusion of TLCA 
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-Figure 2: Effect of lecithin diet on phospholipid and cholesterol 
secretion rate during the infusion of TLCA 
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Figure 3: Distribution of injected radio labeled materials 
derived from TCA in blood, liver and bile 
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Figure 5: Biliary secretion of alkaline phosphatase 
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CHAPITRES. DISCUSSION GÉNÉRALE 
La sécrétion biliaire est un processus qui permet, d'une part, d'assurer la digestion et 
l'absorption des graisses présentes dans la lumière intestinale et, d'autre part, d'éliminer 
le cholestérol endogène de l'organisme. Une perturbation dans ce processus sécrétoire 
biliaire peut entraîner une cholestase hépatique et conséquemment causer de graves 
lésions au niveau du foie (Yousef et al. 1998, Bahar et Stolz 1999, Kullak-Ublick et al. 
2000). 
Par ailleurs, les phospholipides biliaires, présents majoritairement sous forme de PC, 
comptent parmi les principaux constituants lipidiques de la bile. Lorsqu'ils sont 
sécrétés dans la lumière canaliculaire, ces molécules semblent s'assembler sous forme 
de vésicules et de micelles, ce qui leur permet d'assurer la solubilisation du cholestérol 
présent dans le canalicule (Crawford 1996). De plus, ces vésicules lipidiques 
protègeraient la membrane canaliculaire contre l'effet cytotoxique des AB (Small et 
Carey 1978, Puglielli et al. 1994). L'apport suffisant de phospholipides vers la 
membrane canaliculaire semble donc s'avérer une étape primordiale dans le processus 
de sécrétion de la bile et des lipides biliaires. Dans ce sens, le pool hépatique de 
phospholipides destiné à la sécrétion biliaire contribue grandement à cet apport vers la 
membrane. À preuve, lorsque ce pool de phospholipides est épuisé, par exemple lors 
d'une infusion croissante d'AB causant la cholestase, les fonctions sécrétoires de 
l 'hépatocyte sont altérées (Y ousef et al. 1998). 
Une étude effectuée dans nos laboratoires a démontré chez le rat qu'une diète enrichie 
en lécithine de soya stimule la sécrétion de la bile, de même que la sécrétion des lipides 
biliaires, notamment celle du cholestérol (Rioux et al. 1994). Considérant que l'axe 
hépatobiliaire contribue au maintien de l'homéostasie du cholestérol, nous avons donc 
étudié l'effet des phospholipides alimentaires sur la sécrétion de lipides biliaires, 
hépatiques et plasmatiques. Un des principaux phospholipides constituant cette diète 
est la PC qui, lors de son absorption, est transformée en lysophosphatidylcholine, acides 
gras et en choline. Cette dernière participe à la synthèse de nova de la PC et pourrait 
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contribuer à l'augmentation du contenu en PC hépatique. Il nous a donc semblé 
opportun d'étudier le rôle de la choline alimentaire dans l'effet bénéfique de la lécithine, 
sur la sécrétion des lipides biliaires. 
Au cours de cette étude, l'enrichissement en phospholipides dans la diète est de 20%, et 
celui de la choline de 4%, la durée du traitement alimentaire étant de deux semaines. 
Les trois diètes ont un apport équivalent en triglycérides, soit de 16%. Cet apport en 
lipides pour les diètes contrôle et enrichie en choline provient de la margarine de 
marque becelmd, tandis qu'elle provient de granules de lécithine de soya pour la diète 
enrichie en phospholipides. Cette dernière contient jusqu'à 4.4% de divers 
phospholipides, les phospholipides majoritaires étant les PC. L'apport en PC peut 
varier de 2 à 3.5% d'un approvisionnement à l'autre, procurant le même pourcentage 
d'enrichissement en choline liée aux PC. La teneur en choline sous forme libre de la 
diète enrichie en choline est de 4% pour s'assurer d'une biodisponibilité suffisante de la 
choline libre destinée vers la voie de synthèse des PC. Le régime contrôle contient 4% 
de plus de glucides afin de compenser pour l'enrichissement de 4% en phospholipides 
et choline des deux autres diètes expérimentales. Cet apport supplémentaire en glucide 
dans la diète contrôle ne s'avère cependant pas suffisant pour affecter les lipides 
hépatiques, en particulier les triglycérides. La valeur énergétique des diètes est de 19.64 
KJoules/gramme, 19.75 KJoules/gramme et de 20.30 KJoules/g pour le régime contrôle, 
enrichie en choline et en phospholipides respectivement. 
Dans ce projet, un premier volet nous fait part d'observations concernant l'effet de ces 
traitements alimentaires sur les lipides du plasma, du foie et de la bile, cette étude étant 
réalisée sur des animaux qui étaient préalablement nourris à volonté. Un deuxième 
volet s'attardait davantage sur l'avenue mécaniste en examinant les effets de ces diètes 
sur le profillipoprotéique ainsi que la mesure de l'activité des enzymes régulatrices du 
cholestérol hépatique. Dans ce contexte, les animaux étaient à jeun depuis la veille lors 
du sacrifice. Enfin,un troisième volet portait sur le potentiel hépatoprotecteur des 
phospholipides alimentaires dans la cholestase induite par l'AILe. L'AB était 
administré à des doses croissantes dans le but d'évaluer l'effet d'une telle diète sur le 
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transport vésiculaire et la sécrétion biliaire des lipides et protéines membranaires dans 
un contexte cholestatique. De plus, l'expression des protéines de la membrane 
canaliculaire assurant le transport des lipides biliaires, telles que les P-glycoprotéines 
mdr2 et spgp, était mesurée. 
Le poids corporel moyen est comparable d'un groupe à l'autre, soit de 242 ± Il 
grammes lors la première étude, de 280 ± 13 grammes à la deuxième étude et de 310 ± 
12 grammes lors de la troisième étude. Également, la consommation alimentaire ne 
présente pas de différence significative entre les groupes, la moyenne quotidienne étant 
de 15 grammes, 19 grammes et 20 grammes lors de la première, deuxième et troisième 
étude respectivement. Pendant les heures précédent le sacrifice, les animaux 
consomment une quantité comparable de nourriture, sensiblement la même que les 
moyennes de consommation quotidienne mentionnées ci-haut. 
5.1 Modifications biliaires suite aux traitements alimentaires 
Les résultats concernant ce projet de recherche démontrent clairement que les 
phospholipides alimentaires stimulent la sécrétion de la bile et des lipides biliaires 
(tableau 3, art. 1). Cette stimulation est particulièrement importante en ce qui concerne 
la sécrétion du cholestérol biliaire, confirmant les résultats précédemment publiés par 
Rioux et al. (1994). 
Cette augmentation considérable du cholestérol dans la bile (près de deux fois plus que 
le groupe contrôle) amène à s'interroger quant aux possibilités que la bile devienne 
sursaturée en cholestérol. Un tel évènement peut entraîner la précipitation du 
cholestérol et contribuer à l'apparition de lithiases biliaires. Toutefois, dans le cas 
présent, la sécrétion accrue de cholestérol est accompagnée d'une augmentation d'AB et 
de phospholipides, toutes deux étant capables de solubiliser le cholestérol en excès 
(Cohen et Carey 1991). 
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La diète supplémentée en choline stimule la sécrétion du flux sans toutefois influencer 
de façon significative la sécrétion des lipides biliaires (tableau 3, art. 1). Robins et 
Armstrong (1976) se sont également intéressés à l'effet d'une supplémentation en 
choline par la diète sur la sécrétion des lipides biliaires. En effet, une diète contenant 
jusqu'à 5% de choline causait une augmentation de la sécrétion des phospholipides et 
du cholestérol biliaires sans toutefois augmenter celle des AB. Les auteurs attribuaient 
alors cette augmentation des phospholipides à une plus grande synthèse de la PC, 
vérifiée par la mesure de l'incorporation du p32 dans la PC biliaire (Robins et 
Armstrong 1976). Dans cette présente étude, le taux de sécrétion des phospholipides est 
augmenté comparé au groupe contrôle mais ce changement n'est pas statistiquement 
significatif. Toutefois, des changements observés dans le contenu lipidique du foie 
supportent une modulation de la synthèse de la PC, comme proposé par Robins et 
Armstrong. Notons toutefois que plusieurs conditions expérimentales ne sont pas 
comparables entre notre étude et celle de Robins et collaborateurs. En effet, la durée du 
traitement diététique était de trois semaines dans le cas de l'étude menée par l'équipe de 
Robins, et l'apport en choline variait de 0, 0.5 ou 5% selon les trois groupes 
expérimentaux spécifiques à cette étude (Robins et Armstrong 1976). 
L'augmentation de la sécrétion des AB induits par la diète supplémentée en 
phospholipides s'accompagne d'une plus grande proportion d'acide deoxycholique, un 
AB secondaire et relativement hydrophobe (tableau 4, art. 1). À ce sujet, il a été 
démontré que la sécrétion des lipides dans la bile est en corrélation avec le degré 
d'hydrophobicité des AB, c'est-à-dire que l'AB plus hydrophobe (possèdant une basse 
concentration micellaire critique (CMC)) provoque une plus grande sécrétion lipidique 
par molécule que ne le fait les AB plus hydrophiles (Bilhartz et Dietschy 1988, Heuman 
1989, Coleman et Rahman 1992). Par surcroît, l'acide biliaire possédant deux 
hydroxyles comme l'acide deoxycholique s'avère être plus efficace que les AB 
trihydroxylés (Coleman et Rahman 1992). Certains AB trihydroxylés sont moins 
hydrophobes car le groupe 3 alpha-hydroxy est axial est diminuerait l'hydrophobicité 
des côtés beta en augmentant le CMC (Hofmann 1994). Alors, la nature des AB 
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sécrétés sous l'influence des phospholipides diététiques pourrait contribuer à la 
stimulation de la sécrétion des phospholipides et du cholestérol vers la bile. 
Par ailleurs, la diète enrichie en choline favorise plutôt la sécrétion d'AB plus 
hydrophiles, tels que l'acide ursodeoxycholique et les acides muricholiques aux dépens 
de l'acide cholique (tableau 4, art. 1). Ces AB hydrophiles ont des propriétés moins 
détergentes sur la membrane et leur capacité à influencer la sécrétion lipidique est par 
conséquent moins importante. Ceci pourrait expliquer, du moins en partie, que la 
choline alimentaire ne stimule pas la sécrétion des lipides dans la bile. 
5.2 Modifications plasmatiques suite aux traitements alimentaires 
Lorsque des changements sont observés au niveau des lipides hépatiques et biliaires, il 
est très probable que les lipides dans la circulation périphérique soient modifiés 
également. En effet, le profil des lipides plasmatiques totaux indiquent des différences 
significatives entre les trois régimes alimentaires. Au cours du premier volet de ce 
projet de recherche, la mesure du contenu en différents lipides plasmatiques s'effectue 
sur des animaux qui ont un libre accès à la nourriture jusqu'au moment du sacrifice. 
Les résultats indiquent qu'après deux semaines de traitement alimentaire, la diète 
enrichie en phospholipides diminue le cholestérol plasmatique total, ce résultat étant 
attribué principalement à une diminution du cholestérol des HDL (figure 1, art. 1). Ces 
résultats vont dans le même sens que ceux observés par Polichetti et collaborateurs 
(1996), auteurs d'une recherche qui se déroulait dans des conditions très comparables 
aux nôtres. Plusieurs études menées sur des rats et autres espèces animales ont 
également démontré un effet hypocholestérolémiant suite à l'ingestion de 
. phospholipides alimentaires (Jimenez et al. 1990, Wilson et al. 1998). Certains auteurs 
ont attribué cette baisse du cholestérol plasmatique à une excrétion accrue du 
cholestérol dans les fécès (O'Mullane et Hawthorne 1982). Dans notre cas, cependant, 
la mesure du cholestérol fécal ne révèle aucune différence entre les diètes, les résultats 
étant de 4.48 ± 1.03 et 4.54 ± 0.68 mg/jour de cholestérol pour le groupe contrôle et le 
groupe lécithine respectivement. Par ailleurs, des chercheurs ont récemment identifié 
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un récepteur scavenger BI (SR-BI) localisé au foie et assurant le transfert bi-
directionnel du cholestérol libre entre la HDL et la cellule (Ji et al. 1997). Ces auteurs 
ont également démontré que le récepteur SR-BI stimule la capture hépatique du 
cholestérol libre des HDL et favorise le transport de cette lipoprotéine vers la bile (Ji et 
al. 1999). D'autre part, il a été rapporté que les acides gras polyinsaturés régulent à la 
hausse l'expression du récepteur SR-BI (Spady et al. 1999). En ce qui concerne notre 
étude, l'enrichissement absolu en phospholipides est de 4% dans le groupe 
expérimental, avec un profil en acides gras majoritairement composé d'acides gras 
polyinsaturés 18:2. En regard à la stimulation de la sécrétion du cholestérol biliaire, les 
phospholipides alimentaires pourraient augmenter l'expression du récepteur SR..; BI. 
Par ailleurs, l'effet hypocholestérolémiant induit par les phospholipides alimentaires 
n'est pas reproduit par la diète enrichie en choline. En effet, aucun changement 
significatif au niveau du plasma n'a été observé suite à cette diète (figure 1, art. 1). Par 
conséquent, cette composante de la phosphatidylcholine ne semble pas être responsable 
des changements observés chez le groupe nourri avec les phospholipides en ce qui 
concerne les lipides plasmatiques. 
Une deuxième série d'expérience est effectuée dans des conditions similaires à la série 
mentionnée ci-haut à l'exception que les animaux sont mis à jeun 12 heures avant le 
sacrifice. Ces conditions induisent des changements importants quant au contenu des 
lipides plasmatiques comparés aux résultats chez les animaux nourris à volonté. En 
effet, le cholestérol total, ainsi que sa forme libre et estérifiée, sont significativement 
augmentés par la diète enrichie en phospholipides (figure 2, art. II). Le jeûne provoque 
donc chez ce groupe une mobilisation importante des lipides circulants. Ces résultats 
peuvent suggérer qu'au niveau postpandrial, les phospholipides alimentaires favorisent 
le transport inverse du cholestérol en dirigeant vers le foie le cholestérol localisé dans 
les régions périphériques. Ce phénomène se traduit par une diminution du cholestérol 
plasmatique. Lorsque l'animal est à l'état à jeun, le foie doit répondre aux besoins de la 
périphérie. Il libère dans le sang des lipoprotéines riches en cholestérol qui ont pour 
effet d'augmenter le niveau de cholestérol plasmatiques. On observe également une 
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diminution des phospholipides plasmatiques (figure 2, art. II), résultats concomitants 
avec ceux obtenus par Polichetti et al. (1996). Cependant, d'un point de vue 
physiologique, cette diminution ne semble pas suffisamment importante pour modifier 
le profil global des lipoprotéines. 
Des travaux antérieurs ont démontré que les changements de la cholestérolémie 
pouvaient être attribués au contenu en acides gras polyinsaturés provenant de la diète 
(Shepherd et al. 1980). De ce fait, un enrichissement alimentaire en acides gras 
polyinsaturés diminue le cholestérol plasmatique (Levy et Herzberg 1995, Tuchweber et 
al. 1996). Dans notre cas, le profil des acides gras polyinsaturés de chacun des régimes 
alimentaires était comparable, avec une prédominance pour l'acide palmitique et l'acide 
linoléique. Par conséquent, le contenu en acides gras polyinsaturés ne serait pas 
responsable de la diminution du cholestérol causée par la diète enrichie en 
phospholipides. 
5.3 Modifications hépatiques suite aux traitements alimentaires 
5.3.1 Contenu des lipides hépatiques 
L'enrichissement de phospholipides dans la diète a pour effet de modifier le contenu 
des lipides hépatiques, tel qu'un abaissement des lipides totaux, des triglycérides, de 
l'ester de cholestérol ainsi que du cholestérol total et libre (tableau 2, art. 1 et tableau 2, 
art. II). Ces observations, en parallèle avec celles constatées dans la bile, sont une 
indication d'une plus grande mobilisation des lipides hépatiques destinés vers la 
sécrétion biliaire. Les changements significatifs concernant le contenu en cholestérol au 
niveau du foie laissent présager une modulation par la diète de l'activité des enzymes 
clefs régulant l 'homéostasie du cholestérol hépatique. 
Comme mentionné précédemment, la diète enrichie en choline cause une augmentation 
du contenu en phospholipides hépatiques. Selon Robins et Armstrong (1976), cette 
augmentation provient de la nouvelle synthèse de PC, démontrée dans ce cas par la 
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mesure de l'incorporation du p32. Cependant, contrairement au groupe enrichi en 
phospholipides alimentaires, l'augmentation des phospholipides hépatiques ne se traduit 
pas par une augmentation significative de leur sécrétion dans la bile. Ces résultats 
supportent ceux de d'autres études qui démontrent que les PC nouvellement 
synthétisées contribuent que de façon marginale (moins de 10%) au pool de PC 
biliaires. 
5.3.2 Modifications du contenu lipidique des membranes canaliculaires suite 
aux traitements alimentaires 
La mesure du contenu en cholestérol et phospholipides des membranes canaliculaires ne 
révèle aucune modification significative, que se soit chez les groupes d'animaux 
supplémentés en phospholipides, ou en choline comparés avec le groupe contrôle. En 
parallèle, la fluidité des membranes canaliculaires n'est pas altérée par aucun des 
traitements alimentaires (tableau 6, art. 1). Donc, l'augmentation du flux biliaire 
observée chez les groupes supplémentés en phospholipides ou en choline ne serait pas 
causée par une plus grande fluidité membranaire. 
5.3.3 Modifications morphologiques des hépatocytes suite aux traitements 
alimentaires 
Au cours de cette étude, nous nous sommes également attardés à l'aspect 
morphologique de l'hépatocyte, tel qu'évalué par l'analyse histologique et par 
microscopie électronique. Les résultats ne démontrent aucune altération quant à la 
structure des hépatocytes, mis à part l'accumulation de gouttelettes lipidiques qui 
indiquent la présence d'un foie gras (figure 2, art. 1). Toutefois, la diète enrichie en 
phospholipides diminue de façon marquée la présence de ces gouttelettes de lipides. 
Par ailleurs, le groupe nourri avec la diète enrichie en choline diminue l'accumulation 
de gouttelettes lipidiques mais de façon plus modérée que le groupe lécithine. Les deux 
diètes sont donc bénéfiques car elles empêchent ou atténuent l'accumulation de lipides 
dans le foie. 
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5.4 Effets des traitements alimentaires durant l'infusion de l'acide 
taurocholique 
5.4.1 Effet sur la sécrétion biliaire et le transport maximal des acides biliaires 
et autres lipides 
Il est bien connu que l'augmentation de la sécrétion des AB s'accompagne d'une 
augmentation parallèle des autres lipides biliaires, tel que les phospholipides et le 
cholestérol (Verkade et al. 1995, Yousef et al. 1990). Ceci est clairement démontré 
chez l'animal par l'infusion des AB en doses croissantes qui provoque une 
augmentation de la sécrétion des lipides biliaires jusqu'à atteindre son maximum de 
sécrétion. Ce phénomène, connu comme le TSm, est suivi par un déclin de la sécrétion 
de la bile et défini comme la cholestase (Cohen et al. 1992). 
Au cours de notre étude, l'A TC a été infusé en dose croissante, provoquant chez les 
deux diètes expérimentales une . augmentation du TSm des AB lorsque comparés au 
groupe contrôle (figure 3, art. 1). L'augmentation du TSm des AB a entraîné une 
augmentation simultanée du TSm des phospholipides chez les animaux supplémentés en 
phospholipides et en choline, tandis que celui du cholestérol était augmenté seulement 
par la diète supplémentée en phospholipides (figure 4, art. 1). La cholestase induite par 
l'infusion de l' ATC chez le groupe contrôle est inhibée chez les groupes nourris avec 
les diètes enrichies en phospholipides et en choline. Ces résultats, consistants avec ceux 
obtenus par Rioux et al. (1994), indiquent que le foie des sujets expérimentaux a une 
plus grande capacité à transporter et à sécréter les AB. Dans ces conditions de 
stimulation accrue, l'augmentation du taux de sécrétion des phospholipides qui 
accompagne celui des AB suggère un accroissement du pool hépatique préformé de 
phospholipides pour satisfaire à cette demande. D'ailleurs, la sécrétion totale de 
phospholipides biliaires pendant la période du TSm des AB était nettement supérieure 
dans les groupes enrichis en phospholipides et choline en comparaison au groupe 
contrôle. 
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5.4.2 Effet sur la composition lipidique des membranes hépatiques 
Aucune modification significative a été notée dans le contenu en cholestérol et 
phospholipides des membranes microsomales et canaliculaires suivant l'infusion de 
l'ATC (tableau 6, art. 1). Alors, malgré l'augmentation marquée de la sécrétion des AB 
et des autres lipides pendant l'infusion, la composition lipidique des membranes de 
l'hépatocyte n'était pas altérée. L'accroissement du pool hépatique des phospholipides 
pourrait contribuer au maintien de la membrane en approvisionnant adéquatement celle-
ci en phospholipides destinés à la sécrétion biliaire. Ainsi, ce ravitaillement permettrait 
de protéger l'intégrité de la membrane contre l'effet détergent des AB et, par le fait 
même, améliorer le transport de ces derniers. 
Plusieurs transporteurs protéiques actifs, impliqués dans le transport cytoplasmique et la 
sécrétion des lipides vers le canalicule ont été identifiés depuis la dernière décennie. 
Puisque la sécrétion maximale des AB est augmentée chez les deux diètes 
expérimentales, entraînant une augmentation de la sécrétion des phospholipides et du 
cholestérol, il est possible que les phospholipides et la choline alimentaires puissent 
modifier l'activité de ces transporteurs. Il est d'ailleurs démontré que les AB peuvent 
moduler l'activité des transporteurs protéiques. En effet, le transport cytoplasmique de 
la PC lié à un marqueur fluorescent est augmenté en présence de l' ATC, suggérant que 
ce dernier module l'activité du PC-TP (Cohen et al. 1994). De plus, les AB peuvent 
être d'importants régulateurs des PC de la bile en modulant l'activité transcriptionelle 
du mdr2 (Gupta et al. 2000, Frijters et al. 1997). Les AB plus hydrophobes comme les 
acides taurocholiques et taurodeoxycholiques stimulent davantage la protéine de 
transport lorsque comparés aux AB plus hydrophiles (Gupta et al. 2000). 
En ce qui nous concerne, dans un contexte de transport accru causé par l'infusion de 
l'A TC, la mobilisation accrue des lipides, incluant les phospholipides et les AB, vers la 
bile pourrait être médiatée par une plus grande activité des protéines de translocation, 
notamment la P-glycoprotéine mdr2. 
159 
5.4.3 Effet sur le profil en acides gras de la PC biliaire 
L'analyse des différents types de phospholipides biliaires permet de constater que plus 
de 90% des phospholipides de la bile sont composés majoritairement des acides 
palmitique et linoléique respectivement à la position 1 et 2 du glycérol. Tout comme la 
composition lipidique des membranes, l'analyse des différentes classes de 
phospholipides de même que le profil des acides gras de la PC dans la bile ne révèlent 
aucune différence entre les groupes étudiés, que ce soit avant ou après la période 
d'infusion de l'ATC (tableau 5, art. 1). Ces résultats ne sont pas surprenants puisque 
généralement, les classes de phospholipides biliaires et leur profil en acides gras 
respectent une configuration bien spécifique. Dans certains cas, cependant, il est 
possible de modifier le profil des acides gras des phospholipides biliaires. Comme 
exemple, une modification de la composition en acides gras de la diète se traduisant par 
une augmentation du ratio acides gras oméga 3/oméga 6, peut modifier le profil 
d'acides gras de la PC biliaire (Lévy et Herzberg 1995). 
5.5 Effets des phospholipides alimentaires sur l'homéostasie du cholestérol 
hépatique 
L'homéostasie du cholestérol désigne l'équilibre du cholestérol hépatique entre la 
lipoprotéinogénèse et le métabolisme des lipides biliaires (Cooper 1985, Marzolo et al. 
1990, Dietschy et al. 1993), ce dernier permettant l'élimination du cholestérol endogène 
(Turley et Dietschy 1988). Les observations constatées au cours du premier volet de ce 
projet de recherche nous révèlent que les phospholipides alimentaires stimulent la 
sécrétion des lipides biliaires et modifient le profil des lipides totaux au niveau 
hépatique et plasmatique. Ces changements (diminution significative du cholestérol 
hépatique estérifié) concernent particulièrement le métabolisme du cholestérol 
hépatique. Toutefois, ces résultats suggèrent fortement que cette intervention 
nutritionnelle influence l'activité des enzymes clefs de la régulation du métabolisme du 
cholestérol dans le foie. Par conséquent, nous nous attardons, au cours de ce deuxième 
volet, sur l'activité enzymatique de ces enzymes régulatrices ainsi que sur l'étude du 
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profil des lipoprotéines. Cette étude est menée dans des conditions où les animaux sont 
àjeûn 12 heures avant le sacrifice. 
5.5.1 Avenues mécanistes 
5.5.1.1 Effets sur les enzymes régulatrices du cholestérol hépatique 
Le cholestérol hépatique est régulé principalement par trois enzymes microsomales; 
l'HMG-CoA réductase, le cholestérol 7alpha-hydroxylase et la ACAT. Les résultats de 
notre étude démontrent une forte diminution de l'activité enzymatique de l'ACAT par la 
diète enrichie en phospholipides, chutant à près de 75% lorsque comparée au contrôle 
(figure 4, art. II). Cette enzyme, responsable de l'estérification du cholestérol 
hépatique, joue un rôle central dans la direction du cholestérol à l'intérieur de 
l'hépatocyte. La ACAT aurait un effet sur la compartimentation du cholestérol dans 
1 'hépatocyte qui serait dirigée vers la sécrétion biliaire, la voie sécrétoire des 
lipoprotéines ou entreposée sous forme d'ester de cholestérol (Erickson et van Zuiden 
1995). Par ailleurs, cette compartimentation par la ACAT s'ajusterait selon la demande 
provenant des trois voies métaboliques du cholestérol (Stone et al. 1985, Van Zuiden et 
al. 1987, Erickson et Van Zuiden 1995). C'est pourquoi nous proposons que les 
changements importants dans l'activité de cette enzyme ne résulte pas de l'action 
directe des phospholipides alimentaires mais plutôt d'un réajustement rapide de 
l' ACA T dans le but de satisfaire certains besoins, par exemple la grande demande de 
cholestérol libre destiné à la sécrétion biliaire. Par ailleurs, il est proposé que les AB 
influencent l'activité de l'ACAT, de même que la sécrétion du cholestérol lié aux 
lipoprotéines et l'entreposage du cholestérol dans l'hépatocyte (Post et al. 1999). 
Considérant que les phospholipides de la diète augmentent la sécrétion des AB, ces 
derniers pourraient moduler l'activité de cette enzyme. Cette baisse marquée de 
l'activité de la ACAT est associée avec une diminution du contenu hépatique de l'ester 
de cholestérol ainsi que des VLDL plasmatiques. 
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La diète enrichie en phospholipides augmente de 30% l'activité enzymatique de la 
HMG-CoA réductase et de 12% celle du cholestéro17alpha-hydroxylase (figure 4, art. 
II). Malgré que ces changements ne soient pas significatifs, ils représentent une 
stimulation substantielle de la nouvelle synthèse de cholestérol libre et d'AB, qui seront 
par la suite dirigés vers la bile. Par ailleurs, les AB hydrophobes peuvent réguler 
négativement l'activité de la cholestérol 7alpha-hydroxylase (Heuman et al. 1989, 
Stravitz et al. 1993). Il est donc possible que chez le groupe expérimental, 
l'augmentation de la sécrétion des AB, constitués majoritairement des AB hydrophobes 
(l'acide cholique et deoxycholique), régule à la baisse l'activité de la cholestérol 
7alpha-hydroxylase. 
5.5.1.2 Effets sur la composition lipidique des membranes microsomales 
On observe chez les animaux nourris avec la diète enrichie en phospholipides une 
diminution du contenu en cholestérol (30%) des membranes microsomales et, par 
conséquent, une diminution du ratio cholestérol/phospholipides (tableau 3, art. II). De 
plus, la mesure de la polarisation fluorescente des membranes microsomales indique 
une augmentation significative de la fluidité membranaire (tableau 3, art. II). Par 
ailleurs, il est suggéré que l'environnement lipidique membranaire, déterminé par la 
matrice phospholipidique et sa composition en acides gras, ainsi que le contenu en 
cholestérol, peuvent influencer l'activité de certaines enzymes (Castuma et Brenner 
1986, Lutz et al. 1998). C'est particulièrement le cas avec la HMG-CoA réductase 
ayant comme site d'ancrage le réticulum endoplasmique, et qui serait sensible aux 
variations de la fluidité membranaire (Liscum et al. 1983). En effet, une augmentation 
de la rigidité membranaire peut conduire à une diminution de l'activité de cette enzyme 
(Liscum et al. 1983). Également, l'activité de la ACAT pourrait être influencée par des 
altérations de la fluidité, notamment par des modifications au niveau de la composition 
en acides gras des phospholipides des microsomes (Chautan et al. 1989, Pal et Davis 
1991). Dans un contexte peroxidatif où la fluidité membranaire est altérée, c'est-à-dire 
moins fluide, l'activité des enzymes microsomales telles que l'HMG-CoA réductase, 
l'ACAT et la cholestérol 7alpha-hydroxylase est modifiée (Brunet et al. 1999 et 2000). 
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5.5.1.3 Effets sur le pool hépatique d'acides biliaires 
Ce travail révèle que le pool d'AB est deux fois plus grand chez les rats nourris avec la 
diète enrichie en phospholipides (figure 1, art. II), signifiant que la disponibilité des AB, 
qui sont majoritairement composés d'AB hydrophobes, est plus importante chez ce 
groupe expérimental. Xu et al. (2000) ont constaté que le pool d'AB était directement 
relié à l'activité du transporteur ASBT, situé dans l'iléum intestinal, et qu'une 
diminution de la réabsorption intestinale des AB (cycle entérohépatique) entraîne une 
baisse du pool. Dans la présente étude, l'activité du transporteur intestinal ASBT n'a 
pas été déterminée mais sa hausse potentielle pourrait contribuer à l'augmentation du 
pool d'AB observée chez le groupe nourri avec les phospholipides alimentaires. Par 
ailleurs, la circulation entérohépatique des AB exerce des effets régulatoires importants 
sur plusieurs fonctions biliaires, hépatiques et intestinales et cette régulation serait 
dépendante des propriétés physico-chimiques et hydrophobiques du pool recirculant 
(Carulli et al. 2000). Dans ce travail, les AB hydrophobes qui sont majoritaires peuvent 
influencer grandement la sécrétion des phospholipides et cholestérol biliaires, ainsi que 
réguler l'activité des enzymes impliquées dans l'homéostasie du cholestérol, telles que 
l'HMG-CoA réductase et, comme mentionné ci-haut, la cholestérol 7a1pha-hydroxylase. 
5.5.1.4 Effets sur les protéines de translocation des lipides biliaires de la 
membrane canaliculaire 
L'expression de différentes P-glycoprotéines hépatiques a été mesurée suite au 
traitement alimentaire. Aucune différence significative n'a été décélée entre la diète 
enrichie en phospholipides et la diète contrôle quant à la quantification des P-
glycoprotéines de la membrane canaliculaire, incluant la mdr2 et la spgp (figures 5 et 6, 
art. II). L'expression de ces protéines de translocation n'est donc pas modifiée malgré 
une stimulation de la sécrétion des lipides biliaires dans la lumière canaliculaire, 
incluant les phospholipides et les AB. Malgré la grande disponibilité des molécules de 
PC et d'AB à la surface du feuillet interne de la membrane canaliculaire, les résultats 
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suggèrent que le seuil de capacité maximale des P.glycoprotéines à transloquer la PC et 
les AB n'est pas atteint. Il y aurait donc suffisamment de P·glycoprotéines mdr2 et 
spgp pour satisfaire les besoins de transport de ces lipides. 
5.5.1.5 Effets sur le profillipoprotéique 
Alors que la diète supplémentée en phospholipides a provoqué une importante 
modification dans l'activité de la ACAT, le profil lipoprotéique était lui aussi altéré, 
particulièrement en ce qui concerne la nette diminution des VLDL (53%) (figure 3, art. 
Il). Cette baisse était accompagnée d'une modification dans la composition des VLDL, 
soit d'une diminution des triglycérides, résultant en une réduction de la taille des VLDL 
(tableau 1, art. Il). Plusieurs facteurs peuvent contribuer à la baisse de cette classe de 
lipoprotéines. D'abord, une modification dans la synthèse des lipides au niveau du foie 
peut compromettre la formation des VLDL en empêchant l'assemblage des lipides 
(Sakata et al. 1993, Verkade et al. 1993). En ce sens, notre étude démontre une 
diminution du contenu en triglycérides, suggérant que la synthèse des triglycérides est 
diminuée. Ide et collaborateurs (1992, 1992b et 1994) ont d'ailleurs démontré que les 
phospholipides alimentaires originant du soya diminue le contenu hépatique en 
triglycérides par une inhibition de la synthèse des triglycérides hépatiques (diminution 
de l'activité enzymatique impliquée dans la synthèse d'acides gras et des 
glycérolipides). Par ailleurs, le cholestérol total et sa forme libre et estérifiée sont 
également abaissés, pouvant modifier la sécrétion des VLDL. De plus, la hausse des 
AB peut être impliquée dans la baisse des VLDL via leur action sur la AC AT (Heuman 
et al. 1989, Stravitz et al. 1993). 
Un autre facteur pouvant être responsable de la baisse des VLDL plasmatiques est 
l'activité de la LPL, une enzyme responsable de l'hydrolyse des molécules de TG 
constituants les lipoprotéines circulantes. Cette enzyme est associée au côté luminal des 
capillaires et des artères et son action produit des acides gras libres. La LPL est donc 
impliquée dans la cascade de la conversion des VLDL en LDL (Goldberg 1996). Dans 
notre étude, l'analyse du profile lipoprotéique indiquent une élévation significative des 
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LDL plasmatiques chez le groupe nourris avec la diète enrichie en phospholipides 
(figure 3, art. II), suggérant une augmentation de l'activité de la LPL sur le catabolisme 
des VLDL. 
5.6 Effets des phospholipides alimentaires contre la cholestase induite par 
l'acide taurolithocholique 
Comme il a été mentionné auparavant, la diète enrichie en phospholipides a démontré 
des effets bénéfiques en inhibant la cholestase induite par l'infusion de l'ATC. 
L'infusion de cet AB induit d'abord une cholérèse dépendante des AB. En parallèle, on 
observe une augmentation du transport des phospholipides et du cholestérol vers la bile, 
produisant une stimulation du flux biliaire. L'augmentation constante de la 
concentration de l'AB conduirait à une solubilisation des lipides membranaires du 
canalicule, ce phénomène étant exacerbé par la déplétion du pool de phospholipides 
biliaires. Par conséquent, la sécrétion canaliculaire est diminuée marquant la période 
cholestatique (Y ousef et al. 1998). Contrairement à la cholestase induite par l'A TC, 
celle causée par l'ATLC ne semble pas régie par les mêmes mécanismes d'action. Les 
AB monohydroxylés comme l'ALC et son conjugué l'ATLC sont connus comme des 
agents cholestatiques puissants, et plusieurs études menées chez les animaux en 
témoignent (Kakis et Yousef 1978, Gratton et al. 1987, Yousef et al. 1998). L'ATLC 
agirait au niveau de la membrane canaliculaire en modifiant sa composition par 
l'insertion de molécules d'ALC et des molécules de cholestérol. Ainsi, la membrane 
canaliculaire devient plus rigide, causant une diminution du flux biliaire, donc la 
cholestase (Y ousef et al. 1998). Étant donné l'action bénéfique de's phospholipides 
alimentaires dans la cholestase induite par l'infusion de l'A TC, il est intéressant de 
vérifier si cette diète protège contre l'action cholestatique de l' ATLC. 
5.6.1 Modifications du flux et des lipides biliaires 
Comme prévu, l'infusion de l'ATLC induit une diminution rapide de près de 50% du 
flux biliaire ainsi que la sécrétion des AB et des phospholipides tandis que le cholestérol 
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est diminué de près de 80% chez le groupe contrôle (figures 1 et 2, art. III). La 
supplémentation en phospholipides alimentaires améliore de façon remarquable la 
sécrétion de la bile et des lipides biliaires. En effet, le flux biliaire et la sécrétion de 
l'AB et des phospholipides de la bile sont maintenus à leur taux de base (précédant la 
période d'infusion) et ne s'abaissent que légèrement durant les 15 dernières minutes de 
l'infusion, tandis que la sécrétion du cholestérol est maintenue jusqu'à la fin (figures 1 
et 2, art. III). La supplémentation en phospholipides assure donc une protection 
hépatobiliaire remarquable contre l'agent cholestatique. À cet effet, l' exc.rétion biliaire 
de l'ALC s'élève à plus de 60% chez les animaux nourris avec la diète enrichie en 
phospholipides, comparativement à 7% chez le contrôle (tableau 2, art. III). Ce résultat 
indique donc que chez le groupe expérimental, l 'hépatocyte excrète plus efficacement 
dans la bile l'ATLC, comparativement au groupe contrôle. 
Avant d'être excrété, l'ALC peut subir l'hydroxylation pour être métabolisé en acides 
beta muricholique et chenodeoxycholique, des AB moins toxiques. Cette hydroxylation 
constitue par conséquent un mécanisme de protection contre la choie stase (Zimniak et 
al. 1989, Y ousef et al. 1998). Dans notre cas, cependant, la sécrétion biliaire des 
métabolites de l'ALC comme l'acide muricholique n'est pas augmentée (tableau 1, art. 
III). L'effet bénéfique des phospholipides alimentaires n'est donc pas attribuable à une 
augmentation de l'excrétion des métabolites de l'ALC mais plutôt à une plus grande 
capacité de la part de l'hépatocyte à excréter l'AB toxique sous sa forme initiale. En 
somme, ces résultats suggèrent une stimulation à la fois du transport de l' ALC à travers 
l 'hépatocyte ainsi que de son excrétion dans le canalicule. 
Il est intéressant de noter que l'excrétion biliaire de l'acide cholique, un AB endogène, 
est également augmentée, comme le démontre l'étude effectuée avec l'acide cholique 
marqué. En effet, les résultats indiquent qu'une quantité plus élevée de radioactivité se 
retrouve dans la bile et moins dans le sang chez le groupe supplémenté avec les 
phospholipides (figure 3, art. III). Puisque les AB peuvent être transportés dans le sang 
liés à l'albumine mais aussi aux HDL, les AB liés aux HDL pourraient être captés plus 
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efficacement par le foie sous l'action des phospholipides alimentaires et être dirigés 
vers l'excrétion biliaire. 
5.6.2 Avenues mécanistes 
Un des mécanismes proposés pour expliquer la cholestase induite par l'ATLC est 
l'augmentation du contenu en cholestérol et en ALC dans la membrane canaliculaire. 
Cette altération membranaire résulte en la libération de ses composés protéiques, telles 
que certaines protéines de la membrane (Yousef et al. 1984, Accatino et al. 1994, 
Arrese et al. 1995), et la diminution du flux biliaire qui s'en suit est accompagnée par 
une diminution de la sécrétion des phospholipides et· du cholestérol dans la bile. 
Jusqu'à maintenant, très peu d'études se sont attardées aux mécanismes impliqués dans 
cette baisse des lipides biliaires. 
5.6.2.1 Modifications du système de transport vésiculaire 
Plusieurs études montrent que le transport vésiculaire est une des voies empruntées par 
les phospholipides et le cholestérol pour atteindre la membrane canaliculaire (Crawford 
.1996). L'équipe de Marinelli (1992) a pour sa part étudié l'effet de l'ATLC sur 
l'excrétion des lipides et des protéines dans la bile, plus précisément l'effet de l'AB 
cholestatique sur la voie vésiculaire. Pour ce faire, la HRP a été utilisée comme 
marqueur de la voie vésiculaire transcellulaire, cette dernière correspondant au transport 
transcytotique de la HRP. Suite à l'administration du HRP par voie intraportale, deux 
phases sont observées. D'abord, la phase précoce (après 5 minutes) qui correspond à la 
diffusion paracellulaire et la phase prolongée (après 20 à 25 minutes) qui correspond au 
transport vésiculaire dépendant des microtubules (Hardison et al. 1989, Beuers et al. 
1993). Des recherches ont permis de constater que l'ATLC diminue l'excrétion de la 
HRP dans la bile, signifiant par le fait même une diminution de la voie vésiculaire. Cet 
effet de l'ATLC contribue probablement à l'inhibition de la sécrétion des lipides 
biliaires (Marinelli et al. 1992). En ce qui a trait à la présente étude, il y a également 
une diminution de l'excrétion de la HRP biliaire durant l'infusion de l'A TLC chez le 
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groupe contrôle (figure 6, art. III). La diminution est particulièrement significative 
pendant la seconde pointe, identifiée comme la phase prolongée et qui correspond au 
transport vésiculaire dépendant des microtubules (Hayakawa et al. 1990, Beuers et al. 
1993). Toutefois, le groupe nourri avec la diète supplémentée en phospholipides 
maintient la sécrétion biliaire de la HRP à un niveau équivalent à celui de la période 
pré-infusion (figure 6, art. III). Ces résultats suggèrent donc que ce traitement 
alimentaire prévient l'altération de la voie vésiculaire causée par l'ATLC. Puisque 
l'excrétion du ATLC se produit en parallèle avec celle du cholestérol, il est possible que 
l'AB toxique soit incorporé à l'intérieur des structures cellulaires responsables du 
transfert du cholestérol vers la bile. Ainsi, cette diète favoriserait la sécrétion des 
lipides dans la bile via le transport vésiculaire tout en permettant de diminuer la toxicité 
potentielle de l'A TLC. 
5.6.2.2 Modifications du fonctionnement de la membrane canaliculaire 
Par leur action détergente, les AB peuvent promouvOIr l'excrétion biliaire des 
constituants membranaires, notamment les protéines liées à la membrane canaliculaire 
(Bamwell et al. 1983b, Bamwell et al. 1984). Par exemple, il est démontré que la 
sécrétion de la phosphatase alcaline, une protéine intrinsèque de la membrane 
canaliculaire, est dépendante de la sécrétion des AB (Wielandt et al. 1993). De plus, 
dans un contexte cholestatique, on observe une augmentation marquée de la sécrétion 
biliaire de cette protéine. Cette augmentation serait reliée à une plus grande excrétion 
des AB, démontrée par une plus grande sécrétion d'enzyme par mmol d'AB. Ceci 
suggère que les protéines membranaires seraient plus sensibles à l'effet détergent des 
AB en période cholestatique (Wielandt et al. 1993, Accatino et al. 1995). En effet, chez 
le groupe contrôle, l'excrétion biliaire de la phosphodiesterase-l (PDE-l), une protéine 
membranaire, était significativement augmentée durant l'infusion de l'ATLC lorsque 
comparée à la période pré-cholestatique (figure 5, art. III). Toutefois, le groupe nourri 
avec les phospholipides alimentaires a maintenu une excrétion des protéines 
membranaires constante et comparable à celle de la période de base. Aussi, le ratio des 
enzymes/sécrétion de l' ALC a diminué de près de 77% chez le groupe supplémenté en 
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phospholipides (tableau 3, art. III). Ces observations indiquent que malgré 
l'augmentation du taux de sécrétion de l'ATLC, cette diète protège la membrane contre 
une solubilisation des enzymes de la membrane canaliculaire par cet AB. 
5.6.2.3 Modifications de l'activité des transporteurs protéiques de la membrane 
canaliculaire 
Les P-glycoprotéines agissant au niveau de la membrane canaliculaire, telles que la 
mdr2 et la spgp, font partie d'un système de transport qui est responsable de la 
translocation de la sécrétion canaliculaire des phospholipides et des AB respectivement. 
Récemment, des travaux ont été entrepris dans le but d'examiner ce système de 
transport durant la CIH (Vos et al. 1998, Kagawa et al. 1998). Cependant, aucune étude 
n'a été effectuée avec un modèle cholestatique induit par l'ATLC. La présente étude 
s'est donc attardée à la mesure du contenu membranaire des P-glycoprotéines, incluant 
la mdr2, à l'aide de l'anticorps C219, ainsi que la mesure de la spgp suite à l'infusion de 
l'ATLC. Ces paramètres sont particulièrement pertinents considérant que la sécrétion 
des lipides biliaires est maintenue chez le groupe nourri à l'aide de la diète enrichie en 
phospholipides et ce, malgré l'infusion de l'AB cholestatique. Le niveau protéique des 
P-glycoprotéines est diminué significativement pendant la période cholestatique chez le 
groupe contrôle, suggérant que les transporteurs mdr2 et spgp pourraient être régulés à 
la baisse et contribuer à la diminution de la sécrétion des lipides biliaires (figure 7, art. 
III). Par contre, le groupe supplémenté avec les phospholipides semble maintenir 
l'expression de l'ensemble de ces P-glycoprotéines. Ces résultats sont donc 
concommitants avec l'augmentation de la sécrétion des phospholipides au cours de 
l'infusion de l' ATLC. Concernant le transporteur spgp, son niveau protéique est 
diminué suite a l'infusion de l'agent cholestatique lorsque comparé à la période de base 
mais cette diminution semble moins importante chez le groupe enrichi en 
phospholipides comparé au groupe contrôle. Cette différence entre les deux groupes 
pourrait contribuer en partie à l'excrétion nettement supérieure de l' ATLC (8 fois plus 
élevée chez le groupe expérimental comparée au groupe contrôle). Par ailleurs, puisque 
le principal mécanisme d'action de l'ATLC consiste à augmenter le contenu en 
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cholestérol dans la membrane canaliculaire, altérant ainsi la structure membranaire, 
l'activité de la mdr2 et de la spgp pourrait en être modifiée. La diminution des lipides 
biliaires, associée à la faible excrétion de l'ALC chez le groupe contrôle, appuient cette 
hypothèse. Contrairement au groupe contrôle, la diète enrichie en phospholipides 
semble protéger la membrane contre une diminution de la fluidité membranaire en 
stimulant la sécrétion de l' ATLC et du cholestérol dans la bile. Cette modification de la 
membrane contribue certainement à la préservation des protéines telles que la mdr2 et, à 
moindre degré, à celle de la spgp chez le groupe enrichi en phospholipides. 
6.0 CONCLUSION 
L'ensemble des résultats rapportés dans ce travail révèlent qu'un enrichissement en 
phospholipides alimentaires procure des effets bénéfiques sur la fonction hépatobiliaire 
chez le rat. De plus, ce traitement diététique offre un effet hépatoprotecteur contre les 
effets de la cholestase induite par les AB. 
La diète enrichie en phospholipides stimule la sécrétion des lipides biliaires, 
particulièrement celle du cholestérol, et augmente la capacité à transporter les AB, 
entraînant une augmentation simultanée du taux de sécrétion maximale des 
phospholipides et du cholestérol dans un contexte de cholérèse-cholestase induite par 
l'infusion de l'A TC en doses croissantes. De plus, ces changements au niveau de la bile 
se réflètent également dans le contenu lipidique du plasma et du foie. En effet, les 
phospholipides alimentaires induisent chez les arumaux nourrIS un effet 
hypocholestérolémiant en diminuant le cholestérol des HDL, en plus de diminuer le 
contenu hépatique en lipides totaux, en triglycérides, de même qu'en cholestérol, 
particulièrement sa forme estérifiée. 
Ces observations peuvent donc suggérer que l'homéostasie du cholestérol hépatique a 
été modifié. En effet, la mesure de l'activité des enzymes clés impliquées dans le 
métabolisme du cholestérol hépatique indique que les phospholipides alimentaires 
induisent des changements significatifs à ce niveau. La baisse marquée de l'activité de 
l'ACAT suite au traitement diététique concorde avec la diminution de l'ester de 
cholestérol au niveau hépatique. La forte stimulation du cholestérol libre vers la bile 
conduirait l'ACAT à se réajuster en diminuant son activité. Il est démontré que cette 
enzyme peut réguler la sécrétion des VLDL. À cet égard, l~ sécrétion de cette 
lipoprotéine est remarquablement diminuée chez le groupe supplémenté en 
phospholipides et sa composition est abaissée en triglycérides. Alors, malgré un 
enrichissement de 16% en triglycérides dans la diète, les triglycérides ne s'accumulent 
pas au niveau du foie (comme c'est le cas pour le groupe contrôle) et ne sont pas dirigés 
vers les lipoprotéines. Plutôt, il semble que les acides gras provenant des triglycérides 
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soient dirigés vers les phospholipides (réacylation des PC). Ces évènements pourraient 
contribuer à l'accroissement du pool des PC destinées à la sécrétion biliaire observée 
chez le groupe supplémenté en phospholipides alimentaires. 
Par ailleurs, on estime que la PC liée aux lipoprotéines, plus spécifiquement aux HDL, 
contribueraient à plus de 40% des PC biliaires (Portal et al. 1993). De plus, lorsque 
l'on enrichit la diète en phospholipides, celle-ci semble augmenter la capture hépatique 
de la PC des HDL, ainsi que la sécrétion biliaire des phospholipides (Polichetti et al. 
1996). Donc, la supplémentation de phospholipides par la diète induit une plus grande 
disponibilité de PC vers la membrane canaliculaire, protégeant celle-ci contre l'effet 
cytotoxique des AB et favorisant la solubilisation des molécules de cholestérol biliaire. 
En effet, la stimulation de la sécrétion du cholestérol biliaire est remarquablement 
élevée par la diète enrichie en phospholipides. L'augmentation de 30% de l'activité de 
la HMG-CoA réductase révèle que le cholestérol nouvellement synthétisé contribue à 
l'apport accru en cholestérol biliaire. L'augmentation de la fluidité des me,mbranes 
microsomales est probablement reliée à l'augmentation de l'expression de cette enzyme 
qui est ancrée dans la membrane du réticulum endoplasmique et sensible aux variations 
de la fluidité. Cependant, une contribution majeure du cholestérol destiné pour la 
sécrétion biliaire proviendrait de source extrahépatique, soit le cholestérol sous forme 
libre, lié aux HDL plasmatiques (Bravo et Cantafora 1990, Robins et Fasulo 1997). 
Dans la présente étude, la diminution du cholestérol des HDL plasmatiques et 
l'augmentation de la sécrétion biliaire du cholestérol suggèrent également une 
stimulation de la capture par le foie de cette classe de lipoprotéines. À cet effet, 
l'activité du récepteur SR-BI, qui stimule la capture hépatique du cholestérol libre des 
HDL et favorise le transport de cette lipoprotéine vers la bile, pourrait être augmentée 
par les phospholipides alimentaires. De plus, l'apport supplémentaire en acides gras 
polyinsaturés fournit par ce traitement diététique contribuerait à cette stimulation de 
l'expression du récepteur SR-BI hépatique. 
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Parallèlement à l'augmentation de la sécrétion du cholestérol et des phospholipides 
biliaires, la sécrétion des AB est également augmentée par les phospholipides de la 
diète. L'accroissement de la disponibilité des AB (augmentation du pool) et leur nature 
plus hydrophobe contribuent fort probablement à cette stimulation de la sécrétion des 
lipides vers la bile. Une augmentation du pool d'AB étant associée à une régulation à la 
baisse de l'activité de la cholestérol 7alpha-hydroxylase, les changements observés dans 
notre étude pourraient être responsables de l'augmentation plutôt faible (12%) de cette 
enzyme régulatrice. 
L'action bénéfique des phospholipides alimentaires se manifeste non seulement dans les 
conditions de base, mais également lorsque le foie est exposé à une élévation importante 
des AB, menant à des conditions pathologiques. En effet, lorsque l'A TLC est infusé en 
doses croissantes, induisant une cholestase intrahépatique sévère chez le groupe 
contrôle, le groupe supplémenté en phospholipides démontre une inhibition de l'effet 
cholestatique de l'AB jusqu'à la 45ième minute d'infusion. Pendant les 15 dernières 
minutes, le flux n'est que légèrement abaissé. Les phospholipides alimentaires ont donc 
réduit de façon marquée la diminution de sécrétion des lipides biliaires, notamment 
celle du cholestérol, causée par l'infusion de l'ATLC chez le groupe contrôle. On 
observe également une plus grande excrétion de l'AB toxique sous sa forme initiale 
chez le groupe nourrit avec les phospholipides, contrairement à une accumulation dans 
l 'hépatocyte chez le groupe contrôle. 
Ces résultats signifient que le transport de l'A TLC jusqu'au canalicule et sa sécrétion 
dans la lumière canaliculaire sont améliorés par les phospholipides alimentaires. D'une 
part, le transport vésiculaire dépendant des microtubules est maintenu durant la période 
cholestatique, contrairement à un abaissement chez le groupe contrôle. D'autre part, 
l'excrétion des protéines de la membrane canaliculaire reste stable durant l'infusion de 
l'A TLC. De plus, l'expression des P-glycoprotéines, incluant la mdr2 et de la spgp, 
semble être régulée à la hausse sous l'action des phospholipides alimentaires. Ces 
résultats indiquent donc que les fonctions sécrétoires de l 'hépatocyte sont améliorées 
par ce traitement alimentaire. 
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Ainsi, les phospholipides alimentaires offrent une protection hépatique contre la 
cholestase induite par l'A TLC. La capacité de cette diète à excréter l'A TLC pourrait 
être associée à la stimulation de la sécrétion du cholestérol biliaire via le transport 
vésiculaire. 
En résumé, cette étude démontre que les phospholipides alimentaires procurent des 
effets bénéfiques en stimulant la sécrétion de la bile et des lipides biliaires, 
particulièrement celle du cholestérol. D'autres recherches sont nécessaires afm de 
déterminer la contribution réelle de la molécule de PC en rapport aux effets bénéfiques 
constatés lors de cette étude. En effet, la PE est le deuxième phospholipide en 
importance dans la diète et des études antérieures montrent que ce phospholipide induit 
des changements au niveau des lipides hépatiques ainsi que sur la sécrétion des lipides 
biliaires (Imaizumi et al. 1983, Peled et Gilat 1994). D'autre part, les résultats 
concernant l'expression des gènes spgp et mdr2 suivant l'infusion de l'AB cholestatique 
A TLC s'avèrent très intéressants. La poursuite des travaux dans ce domaine, c' est-à-
dire de procéder à une évaluation densitométrique des gels afin de quantifier les 
protéines, et éventuellement d'étudier les réactions transcriptionnelles des gènes, 
permettraient de caractériser davantage les mécanismes impliqués dans les fonctions 
sécrétoires du canalicule de l 'hépatocyte dans des conditions cholestatiques. 
En ce qui concerne l'expression du gène mdr2 qui est maintenu malgré l'infusion de 
l'AB toxique, les perspectives de recherche sur les phospholipides alimentaires quant à 
la protection potentielle contre des pathologies hépatiques telles que PFIC de type 3 
s'avèrent très prometteuses. Ce type de choie stase, causée par une mutation du gène 
MDR3, induit un arrêt ou une diminution de la sécrétion des phospholipides dans la bile 
tandis que la sécrétion des AB reste stable, rendant la bile plus toxique. Des 
polymorphismes dans le gène MDR3 pourraient également prédisposées les femmes 
enceintes à ce type de choIe stase par une susceptibilité augmentée due aux hormones 
sexuelles endogènes et leurs métabolites. Une régulation à la hausse des'transporteurs 
protéiques de la membrane canaliculaire, tels que les P-glycoprotéines, pourrait être 
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induit par un enrichissement en phospholipides dans la diète. Ain~i, ce régime 
alimentaire pourrait atténuer les effets néfastes au niveau du foie et peut-être retarder la 
transplantation hépatique chez les personnes atteintes de la PFIC de type.3. 
L'expression de certains transporteurs protéiques, tels que le SR-BI, s'inscrivent 
également parmi les perspectives de recherche d'intérêt qui pourraient être poursuivies 
avec ce type d'intervention nutritionnelle. En effet, ce transporteur semble être 
impliqué dans la capture hépatique du cholestérol libre lié aux HDL ainsi que dans le 
transport de cette lipoprotéine vers la sécrétion biliaire. Une régulation à la hausse de 
ce transporteur par les phospholipides alimentaires viendrait appuyer notre hypothèse 
qui propose que la mobilisation des lipides vers la bile, notamment le cholestérol, est 
grandement associée aux HDL. Cet afflux de lipides vers la bile serait responsable des 
effets hypocholestérolémiants et hépatoprotecteurs observés chez les animaux nourrit 
avec cette diète, et ce en période de base ou de cholestase. 
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